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ABSTRAKT 
Odpady zemědělského a potravinářského průmyslu jsou v dnešní době dostupné ve velkém 
množství kdekoliv na světě. Většina těchto odpadů obsahuje celulosu (30 - 40 %), 
hemicelulosu (20 - 40 %) a lignin (10 - 20 %). Proto tyto odpadní materiály mají široké 
použití jako substráty pro mikrobiální růst a produkci enzymů.   Mikroorganismy jsou 
schopné využívat organické látky z odpadů jako zdroj energie pro růst a uhlík pro syntézu 
buněčné biomasy [24]. Jako substráty pro kultivaci mikroorganismů a následnou produkci 
enzymů lze využít pšeničnou a rýžovou slámu. 
Tuto diplomovou práci jsem zaměřila na využití odpadů z potravinářského průmyslu 
pro produkci enzymů pomocí mikroorganismů. Sledovalo se využití pšeničné slámy jako 
zdroje energie pro růst testovaných mikroorganismů a zjišťovala se jejich schopnost 
produkovat oxidoreduktasy resp. lakasu.V rámci práce se provedla optimalizace podmínek 
růstu Aureobasidium pullulans. Dále se studovala jeho lakasová aktivita. Jako substrát 
se používala mletá pšeničná sláma. Kultivace se prováděla v termostatu při teplotě 27°C. 
Provedená studie neprokázala aktivitu lakasy při kultivaci na slámě. Při optimalizaci růstu 
Aureobasidium pullulans se Petriho misky kontaminovaly třemi neznámými mikrooganismy. 
U jednoho z nich se prokázala produkce lakasy při kultivaci se slámou. 
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ABSTRACT 
 
The waste from agricultural and food industry are accessible in large quantity anywhere 
in the whole world nowadays. Most of these wastes include cellulose (30 - 40 %), 
hemicellulose (20 - 40 %) and lignine (10 - 20 %). Therefore these waste materials have wide 
use as the substrates for the microbial growth and the production of the enzymes. 
The microorganisms are able to use organic compounds from the wastes as the source 
of energy for the growth and carbon for synthesis of cellular biomass [24]. Wheat and rice 
straw are possible to use as the substrates for cultivation of the microorganisms and following 
production of the enzymes. 
In this thesis the utilization of the wastes from food industry for the production 
of the enzymes by the microorganisms was studied. We observed utilization of wheat straw 
as source of energy for growth of tested microorganisms and investigated their ability 
for the production of oxidoreductase (laccase). The optimalization of growth conditions 
of Aureobasidium pullulans was proceeded. Further the activity of laccase was studied. 
Milled wheat straw was used as the substrate. The cultivation was done in the thermoregulator 
at the temperature of 27°C. 
The activity of laccase was not found in this thesis. Petri dishes were contaminated 
by three unknown microoganisms during optimalization of growth of Aureobasidium 
pullulans. One of them produced laccase in cultivation with straw. 
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1 ÚVOD 
Zemědělské a průmyslové odpady patří mezi hlavní příčiny znečištění. Jejich 
přeměna na užitečné produkty může zlepšit jejich dopady na životní prostředí. Velké 
množství zemědělských odpadů, jako jsou listy či stonky, je necháno na hospodářské půdě 
k rozkladu mikroorganismy - bakteriemi a houbami [47]. 
Mezi odpady z rostlinné výroby patří bramborová nať, řepné řízky, rýžová sláma a otruby, 
pšeničná sláma, kukuřičné otruby, odpad ze zpracování ovoce, odpad po vylisování semen 
olejnatých rostlin (slunečnice, řepka olejná, sója), hlíznaté rostliny obsahující škrob (maniok, 
brambory), odpad z banánů, odpad ze zpracování hroznů, odpadní vody z potravinářského 
průmyslu atd. Ve většině případů jsou významným zdrojem organických látek a minerálních 
živin. Mikroorganismy jsou schopné využívat organické látky odpadů jako zdroj energie 
pro růst a uhlík pro syntézu buněčné biomasy [24]. Tyto odpady se používají jako substrát 
pro kultivaci mikroorganismů, které mají schopnost produkovat enzymy, jako jsou 
oxidoreduktasy, celulasy, pektinasy atd. 
Bylo prokázáno, že houby bílé hniloby jsou schopny svým ligninolytickým enzymovým 
systémem degradovat a mineralizovat širokou skupinu obtížně rozložitelných látek [61]. 
Mezi tyto látky patří např. významné polutanty životního prostředí, jako jsou pesticidy, 
polychlorované bifenyly, polycyklické aromatické uhlovodíky, syntetická barviva, muniční 
odpad a syntetické polymery [85]. 
Schopnost degradovat cizorodé sloučeniny mají prokaryotní i eukaryotní mikrorganismy. 
S touto schopností se setkáváme např. u Pseudomonas putina, Alcaligenes sp., 
Mycobacterium vaccae, Rodococcus sp., Candida tropicalis, Trichosporon cutaneum, 
Rhodotorula rubra, Cryptococcus sp., Fusarium flocciferum, Penicillium sp. a mnoha jiných. 
Dodnes se však hledají nové kmeny, které by cizorodé látky degradovaly účinněji, než kmeny 
dosud používané [77]. 
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2 CÍL PRÁCE 
Cílem práce bylo otestovat, zda mikroorganismus Aureobasidium pullulans produkuje 
lakasu. Jako substrát se použila pšeničná sláma o velikosti 0,3 - 0,5 mm. 
Byly sledovány následující parametry: 
- volba nejvhodnějšího způsobu kultivace z hlediska: 
? teploty (27°C, 32°C) 
? druhu média (glukosové médium s a bez slámy, bezuhlíkaté médium, 
Petriho misky,  Erlenmayerovy baňky) 
? typu očkování (kličkou, přelivem, čtverečky) 
- detekce růstu mikroorganizmu  pomocí zákalu 
- množství bílkovin 
- stanovení lakasová aktivity v sedimentu a supernatantu 
? po kultivaci na glukosovém médiu 
? v glukosovém médiu se slámou 
? na šikmém sladinovém agaru a šikmém bezuhlíkatém agaru. 
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3 TEORETICKÁ ČÁST 
3.1 Odpady z potravinářského průmyslu 
V dnešní době jsou odpady potravinářského průmyslu dostupné v ohromném množství 
všude na světě. Většina těchto odpadů obsahuje celulosu, hemicelulosu a lignin. 
Biologické způsoby využívání odpadů se týkají zejména těch případů, kdy jejich podstatu 
tvoří biologicky rozložitelné látky (bioodpad). Zemědělství dovede efektivně využít velké 
množství odpadů vlastních a navíc je schopno zužitkovat i odpady z jiných odvětví, 
např. z potravinářského průmyslu, lesnictví, těžby hornin, nerostů apod. [14]. 
Mezi odpady z rostlinné výroby patří bramborová nať, řepné řízky, rýžová sláma a otruby, 
pšeničná sláma, kukuřičné otruby, odpad ze zpracování ovoce, odpad po vylisování semen 
olejnatých rostlin (slunečnice, řepka olejná, sója), hlíznaté rostliny obsahující škrob (maniok, 
brambory), odpad z banánů, odpad ze zpracování hroznů, odpadní vody z potravinářského 
průmyslu atd. Ve většině případů jsou významným zdrojem organických látek a minerálních 
živin. Mezi nejčastější způsoby jejich využití patří zkrmování hospodářskými zvířaty, 
silážování, přímé hnojení zemědělských plodin a kompostování [14]. V tabulce č. 3.1 jsou 
rostlinné materiály jako substráty, enzymy a mikroorganismy, které produkují tyto enzymy. Je 
to zkrácená a upravená tabulka z článku Pandey A. et al. 
Tabulka č.3.1: Spektrum mikrobiálních kultur použitých pro produkci různých enzymů [58]  
Substrát Mikroorganismy Enzymy 
Trichoderma reesei + Aspergillus 
phoenicis 
celulasa 
Polyporus sp. celulasa, ligninasa 
cukrová třtina 
Trametes versicolor lakasa, manganperoxidasa 
cukrová třtina, pšeničné 
otruby, rýžové otruby 
Aspergillus sp. celulasa, β-glukosidasa 
čirok Trichoderma reesei, Aspergillus niger celulasa, xylanasa 
Aspergillus fumigatus polygalakturonasa 
jablečné výlisky 
A. niger, A.fumigatus, Trichoderma viride xylanasa 
káva Aspergillus niger polygalakturonasa 
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Substrát Mikroorganismy Enzymy 
Aspergillus niger celulasa, β-glukosidasa 
kokosová šťáva 
Candida rugosa lipasa 
kukuřičné klasy Phanerochaete chrysosporium celulasa 
odpad z palmového 
oleje 
Aspergillus niger celulasa, xylanasa 
odpady z výroby čaje Coriolus hirsutus, Pleurotus ostreatus xylanasa, lakasa 
Trichoderma reesei celulasa 
pšeničné otruby 
Aspergillus niger 
celulasa, xylanasa, 
polygalakturonasa 
Neurospora crassa β-glukosiadasa 
Trichoderma reesei celulasa 
Lentinus edodes celulasa 
Phlebia radiata, Pleurotus eryngii xylanasa, lakasa, aryl-alkohol 
Phlebia radiata 
lakasa, ligninperoxidasa, 
manganpreoxidasa 
Pleurotus sp. lakasa, aryl-alkohol oxidasa 
Pleurotus sp. lakasa, manganperoxidasa 
pšeničná sláma 
Phlebia radiata 
lakasa, ligninperoxidasa, 
manganperoxidasa 
Aspergillus oryzae, A. niger α-amylasa, glukoamylasa 
rýžové otruby 
Rhizopus oligosporus kyselá proteasa 
rýžová sláma Trichoderma reesei celulasa 
sojové slupky Phanerochaete chrysosporium lakasa 
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Roční vyprodukované množství biomasy ve světě se odhaduje na 20.1011 tun a její 
energetický potenciál na 3.1021 J, což téměř desetkrát převyšuje roční objem světové 
produkce ropy a plynu. Velice důležité je, že se jedná o zdroj energie trvale se obnovující. 
Vyprodukované biomasy se však pro energetické účely využívá pouze asi 2-3 % [6]. 
Významný podíl těchto odpadů tvoří polysacharidy, např. celulosa, která je rychle 
rozložitelná mikroorganismy, jsou to tzv. lignocelulosové odpady. Mikroorganismy jsou 
schopné využívat organické látky odpadů jako zdroj energie pro růst a uhlík pro syntézu 
buněčné biomasy. Tyto odpady se mohou spálit, zkompostovat, využít jako krmivo, palivo 
nebo jako umělé hnojivo [24]. 
3.1.1 Využití odpadu 
Velké množství rostlinné biomasy považované za “odpad“ může být přeměněno 
na biopalivo, chemikálie, levné energetické zdroje pro fermentaci, jako zlepšení krmiva 
pro hospodářská zvířata, či na výrobu doplňků lidské spotřeby. Lignocelulosové enzymy mají 
velký význam při výrobě krmiv, neboť zlepšují jejich využití a následně i dojivost a tělesnou 
hmotnost zvířat [24]. 
Fermentací tohoto odpadu se může vyrobit etanol [17, 80, 81], aceton, butanol, glycerol, 
kyselina octová, citronová, fumarová atd. [24]. 
Cukrová třtina se využívá na výrobu xylitolu [67], který se dále používá v potravinářství 
jako sladidlo, které je součástí žvýkacích gum a zubních past [59]. 
3.1.2 Pšeničná sláma  
Je několik druhů slámy: žitná, pšeničná, rýžová a sláma z čiroku.   
Pšeničná sláma (Triticum aestivum) je lignocelulosový materiál obsahující 35 - 40 % 
celulosy, 30 - 35 % hemicelulosy a 8 - 15 % ligninu. Využívá se jako úsporný výchozí 
produkt pro produkci paliva a výrobu etanolu. Využití jak hemicelulosových tak celulosových 
cukrů přítomných v lignocelulosovém materiálu  je nezbytné pro výrobu etanolu. Cukry jsou 
úspěšně přeměněny na etanol bakteriemi Escherichia coli, Klebsiella oxytoca a Zymomonas 
mobilis a kvasinkou, jako je Saccharomyces cerevisiae [66]. Přeměna lignocelulosového 
materiálu v etanol zahrnuje dva procesy: hydrolysu celulosy  na redukující cukry 
a poté fermentaci  bakteriemi nebo kvasinkami, při které se přeměňují zkvasitelné cukry 
na etanol. Hydrolýza je obvykle katalyzována celulosovými enzymy a fermentace je 
uskutečněna kvasinkami nebo bakteriemi [80].  
Jelikož pšeničná sláma je lignocelulosový odpad, je snadno degradovatelná 
multienzymovým systémem celulas, které produkují celulolytické mikroorganismy. Jedním 
z mikroorganismů, který produkuje celulasy, je plíseň Aspergillus fumigatus, která využívá 
pšeničnou slámu jako uhlíkatý zdroj energie pro svůj růst. Extracelulární celulasový systém je 
složen ze třech enzymů, které hydrolyzují celulosu: endoglukanasy (EC 3.2.1.4), 
celobiohydrolasy (EC 3.2.1.91) a celobiasy (β-glukosidasy, EC 3.2.1.21) [11]. 
Jedlé houby jsou důležitým zdrojem proteinů, ale v současné době je jen několik druhů 
rodu Lentinus kultivováno pro produkci enzymů degradujících lignocelulosové substráty. 
Mezi tyto druhy patří Lentinus levis a L.  tigrinus . Tyto houby degradují lignocelulosové 
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substráty pomocí hydrolytických extracelulárních enzymů (celulasy, pektinasy, xylanasy), 
oxidas a peroxidas [39].  
Mezi další mikroorganismy, které degradují celulosy, lignin a hemicelulosy na pšeničné 
slámě, patří Pleurotus ostreatus - Hlíva ústřičná [92] a houba bílé hniloby - Phlebia radiata 
[93]. 
 
Složení slámy je závislé na druhu plodiny, charakteru stanoviště a hnojení. Složení slámy 
podle druhů uvádí tabulka 3.1. 
Tabulka č. 3.1: Průměrné chemické složení slámy   v %   [14] 
Druh slámy Sušina Org.látky N P K Ca Mg C:N 
Obilnin 86 82 0,45 0,09 0,79 0,24 0,06 80-100 
Kukuřičná 85 80 0,48 0,16 1,26 0,32 0,14 60-80 
Řepková 84 80 0,56 0,11 0,85 0,81 0,16 60-80 
Luskovin 86 80 1,33 0,16 1,07 0,91 0,16 20-25 
Trav na semena 85 80 1,51 0,18 1,32 0,69 0,17 20-30 
Jetelovin na semeno 85 81 1,26 0,20 0,87 0,92 0,19 20-30 
 
Lignocelulosové enzymy jsou jen částečně stravitelné v přírodní formě. Bylo navrženo 
mnoho mechanických, chemických a biologických předčištění, aby byl substrát vhodný 
k enzymatickému a mikrobiologickému procesu. Mezi navržené způsoby úprav můžeme 
zahrnout například explosi párou [49], hydrolysu kyselinami [57, 80], hydrotermální úpravu 
[87] nebo mokrou oxidaci [7]. Hydrolysa kyselinou octovou je efektivní metoda 
k delignifikaci a frakcionaci lignocelulosového materiálu. Tři hlavní sloučeniny 
v lignocelulose: celulosa, hemicelulosa a lignin, se touto hydrolýzou oddělí [57].  
 
3.1.2.1 Využití slámy 
Pšeničná sláma  je jedním z obnovitelných celulosových zdrojů a má použití 
v mnoha oblastech. V současné době má pšeničná sláma, kromě ponechání na poli, 
kde se včleňuje do půdy, i několik dalších způsobů využití. Při užití slámy jako 
krmiva pro dobytek, je obvykle potřebné předčištění, a to z důvodu zlepšení stravitelnosti. 
V literatuře byla také publikována biokonverze lignocelulosových materiálů na biochemikálie 
nebo biopaliva [24, 66, 81]. 
Z lisované slámy se můžou vyrábět stavební panely tzv. ekopanely. Je z ní také možné 
vyrábět vynikající papír. Celulosa ze slámy může být použita při výrobě většiny druhů papíru 
jako náhrada celulosy z tvrdého dřeva. Je také dobrým izolačním materiálem, proto 
našla využití zejména u takových předmětů, které mají za úkol zateplení, nebo udržení jiného 
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produktu v suchu (ošatky, zásobnice na peří, na obilí, na sušené ovoce - slaměná stěna 
zásobnic byla vzdušná, sláma pohlcovala okolní vlhkost a obsah tak zůstával suchý).  
Díky nedostatku lesních zdrojů a velkých nabídek této slámy z Číny, je sláma důležitým 
zdrojem pro nezpracované materiály v  buničinné a papírenské výrobě [97]. 
3.1.3 Lignocelulosové materiály 
3.1.3.1 Lignin  
Lignin je složitý vysokomolekulární fenylpropanový heteropolymer proměnlivého složení 
(Obr. č. 3.1), v němž jsou v různém poměru zastoupeny aromatické alkoholy - 
kumarylalkohol, sinapylalkohol a koniferylalkohol [85]. 
 
 
 
Obrázek č. 3.1: Struktura ligninu [76] 
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Vzhledem ke značné složitosti molekuly ligninu je obtížné určit jeho přesnou chemickou 
strukturu a molekulovou hmotnost. Rovněž izolace nativního ligninu je velmi komplikovaná. 
Biodegradace ligninu přestavuje klíčový krok v koloběhu uhlíku v přírodě [85]. 
Jeho molekula je oxidována a degradována ligninasovým  systémem, který je složen nejméně 
ze třech aktivních enzymů: lignin peroxidasa (LiP), mangan- dependentní peroxidasa (MnP) 
a lakasa (Lac) [39]. 
Ligninolytické enzymy oxidativně rozkládají lignin na menší molekuly, čímž zpřístupňují 
celulosu a hemicelulosu jako substrát pro další enzymy. Ty obvykle hydrolyticky štěpí 
β-1,4 vazby přítomné v těchto polysacharidech. Skupina endoštěpících enzymů napadá 
molekuly uvnitř a produkuje kratší řetězce, skupina exoštěpících enzymů degraduje tyto 
řetězce od konců a produkuje mono- a disacharidy a další jednoduché látky, které mohou být 
transportovány dovnitř hyfy. Rozvolnění struktury celulolytického materiálu a jeho prvotní 
atak je u hub hnědé hniloby, které neprodukují ligninolytické enzymy, umožněn činností 
kyslíkových radikálů [30]. 
3.1.3.2 Celulosa 
Celulosa je strukturní sacharid vyskytující se především v rostlinné říši a také u některých 
hub. U vyšších rostlin tvoří přes polovinu celkového množství uhlíku. Molekula celulosy 
se skládá z mnoha jednotek D-glukosy, které jsou k sobě vázány kovalentními 
β-1,4 glykosidickými vazbami a vytvářejí dlouhý řetězec (Obr. č 3.2). 60-100 řetězců 
rovnoběžně orientovaných se laterálně spojuje intermolekulárními vodíkovými můstky 
do pevnějšího svazku zvaného mikrovlákno (mikrofibrila) [33]. Celulosa může být 
hydrolysována β-glukosidasami, cellobiohydrolasami a endoglukanasami [52]. Celulosa je 
jednoduchý polymer, ale vytváří krystalická vlákenka, která jsou vysoce odolná 
proti enzymatické hydrolyse [5]. Částečnou hydrolysou se uvolňuje disacharid celobiosa. 
Totální hydrolysou se celulosa štěpí až na D-glukosu. Hydrolysa se může uskutečnit 
např. působením zředěných minerálních kyselin nebo enzymaticky [33]. 
 
 
Obrázek č. 3.2 : Část strukturního vzorce celulosy [98] 
Tento polymer se technologicky získává z bavlníkových semen, ze dřeva a slámy a je 
výchozí surovinou pro výrobu papíru, viskozového hedvábí a celofánu. Také se z ní připravují 
acetáty, nitráty a ethery. V buněčných stěnách se téměř nikdy nevyskytuje v čisté formě. 
Prostor mezi mikrofibrilami vyplňují hemicelulosy, lignin a pektinové látky [33]. 
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3.1.3.3 Hemicelulosa 
Hemicelolosy jsou heterogenní polysacharidy doprovázející celulosu a pektin a jsou 
součástí stavebních polysacharidů buněčných stěn. Hemicelulosa je souhrnný termín 
pro polysacharidy, např. polygalakturonasy a pro několik heteropolysacharidů, které obsahují 
galaktosu, manosu a xylosu [24, 95]. Hemicelulosa je heterogenní, rozvětvený polymer 
složený z cukerných polymerů, jako je glukosa, galaktosa, manosa, arabinosa a xylosa [52]. 
Hemicelulosy se využívají v papírenském průmyslu pro rozvolnění a bělení buničiny. 
Lakaso-mediátorový systém, tzv. Lignozym® proces je efektivní pro delignifikaci 
dřeva v papírenském průmyslu [8]. 
Mezi hlavní mikroorganismy, které dokáží produkovat hemicelulosu patří: Escherichia 
coli, Clostridium stercorarium, Bacillus pumilus, B. subtilis, Thermoanaerobacter 
ethanolicus a mezi houbami Aspergillus niger, Trichoderma longibrachiatum, Mortierella 
vinacea [24]. 
3.1.3.4 Pektin 
Pektin je polymer sestavený z galakturonových kyselin a neutrálních cukrů, jako je 
arabinosa a galaktosa (Obr. č. 3.3) [52].  
Pektin a další polysacharidy přispívají k pevnosti a struktuře rostlinných buněk. Pektiny 
na rozdíl od hemicelulosy lze extrahovat zředěnými kyselinami. Hemicelulosy se extrahují 
z buněčných stěn rostlin roztoky alkalických hydroxidů a to teprve po odstranění pektinů [98].  
Xylany (β-1,4 spojená D-xylosa) jsou hlavními strukturními heteropolysacharidy rostlin 
a náleží ke skupině komplexu strukturních polymerů souhrnně uváděné jako hemicelulosy. 
 
 
Obrázek č. 3.3: Struktura pektinu [78] 
3.2 Enzymy  
Enzymy se vyskytují v každé živé buňce, tudíž ve všech organismech. Každý jednotlivý 
druh organismu produkuje velké množství enzymů, ale absolutní a relativní množství 
se značně liší nejen mezi druhy, ale i mezi druhy stejného rodu. Komerční enzymy jsou 
produkovány kvasinkami, bakteriemi a plísněmi. V článku Underkofler L. A. et al. z roku 
1958 najdeme přehledně vytvořené tabulky, kde jsou vyjmenovány jednotlivé enzymy, jejich 
použití v průmyslu a mikroorganismy, které tyto enzymy tvoří.  
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3.2.1 Oxidoreduktasy 
Oxidoreduktasy jsou velmi početná skupina enzymů, která katalyzuje oxidační a redukční 
reakce přenosem vodíku nebo elektronů mezi substrátem a akceptorem, nebo včleňováním 
atomů kyslíku do molekuly substrátů. Jako kofaktory oxidoreduktas slouží hlavně pyridinové 
(NAD+, NADP+) a flavinové (FAD, FMN) struktury, komplexně vázané ionty kovů 
(např. železa a mědi), či kombinace nukleotidových kofaktorů s komplexně vázanými kovy 
[77].  
Velký počet oxidoreduktas získaných z bakterií, hub a rostlin hraje důležitou roli 
při zpracování odpadů. Tyto enzymy dekontaminují odpadní vody a půdu.  
Mezi oxidoreduktasy patří monooxygenasy, dioxygenasy, peroxidasy a reduktasy [12]. 
3.2.1.1 Monooxygenasy 
Monooxygenasy lze rozdělit do dvou základních skupin. První velkou skupinu 
monooxygenas tvoří monooxygenasy flavinové, které katalyzující monohydroxylaci 
aromatického kruhu substrátu. Obsahují buď jeden typ enzymového proteinu, nebo jsou 
vícesložkové. Druhou skupinou jsou oxygenasy se smíšenou funkcí obsahující 
cytochrom P450. Tyto enzymové systémy katalyzují inkorporaci jednoho atomu kyslíku 
do molekuly hydrofobního substrátu, přičemž druhý atom kyslíku je redukován na vodu [77].  
Flavinové monooxygenasy vyžadují flavinadenindinukleotid (FAD) jako kofaktor a dále 
vyžadují molekulární kyslík [77].  
Cytochromy P450 (nověji také označované jen jako „proteiny P450") patří mezi klíčové 
enzymy metabolismu cizorodých látek. Enzymy této skupiny jsou v poslední době stále 
intenzivněji studovány. Sloučeniny, které jsou substráty takových enzymů, jsou v organismu 
biotransformovány za vzniku polárnějších produktů, které pak mohou být vyloučeny 
a nedochází tak k bioakumulaci příslušných xenobiotik. Vedle detoxikace těchto sloučenin 
může docházet i ke vzniku takových derivátů, které jsou biologicky aktivnější: některé 
z pozitivního hlediska (např. aktivní formy některých léčiv), jiné mohou být toxické, 
mutagenní či karcinogenní. Jedny z nejdůležitějších enzymů metabolizujících 
xenobiotika jsou mikrosomální monooxygenasy se smíšenou funkcí (MFO - angl. „mixed 
function oxidases"), v nichž jako terminální oxidasa funguje právě hemový enzym 
cytochrom P450 [76].  
3.2.1.2 Dioxygenasy 
Dioxygenasy inkorporují oba atomy kyslíku do molekuly substrátu. Jedna skupina 
dioxygenas produkuje metabolity s inkorporovanými dvěma atomy kyslíku v molekule 
substrátu, aniž přitom dojde k poškození základní struktury sloučeniny. Druhá skupina pak 
zavedením dvou atomů kyslíku do substrátu způsobí rozštěpení aromatických kruhů 
metabolizované sloučeniny [77].   
3.2.1.3 Peroxidasy 
Peroxidasy jsou široce rozšířené enzymy u rostlin, mikroorganismů a zvířat. Jsou to 
hemoproteiny produkované mnoha mikroorganismy a rostlinými zdroji, které katalyzují 
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reakce za přítomnosti peroxidu vodíku [12]. Substrátová specifičnost, multifunkční 
vlastnosti a dostupnost peroxidas z různých zdrojů dovolují, že se tyto enzymy uplatňují 
v různých biologických a biochemických procesech.   
Tyto enzymy redukují peroxid vodíku za současné oxidace další sloučeniny (xenobiotika). 
Společnou funkcí pro všechny peroxidasy je schopnost detoxikovat peroxid vodíku. Spektrum 
sloučenin, které se spoluúčastní rozkladu peroxidu vodíku je velmi široké. Substráty jsou 
látky organické i anorganické. Mezi nejlepší substráty peroxidas lze řadit fenoly a aromatické 
aminy [27]. 
Typickou vlastností peroxidas je schopnost katalyzovat velké množství různých typů 
reakcí. Jsou to například klasické peroxidasové redoxní reakce (vedoucí k dehydrogenaci), 
halogenace a dehalogenace, oxidace halogenidů, oxidační kondenzace aromatických aminů, 
oxidační polykondenzace fenolu a jeho derivátů (vznik ligninu), dekarboxylační reakce, 
oxidační štěpení azoskupiny (vznik diazoniového iontu), disproporcionace peroxidu vodíku 
(peroxidasy a nedávno nalezená katalasa-peroxidasa), oxygenace, hydroxylace, 
N- a O-demethylace [27]. 
Preparáty peroxidasy jsou většinou připravovány z křene, mléka (laktoperoxidasa) 
a myelocytů (myeloperoxidasa). Rostlinné a živočišné peroxidasy se vzájemně liší ve svých 
fyzikálně chemických vlastnostech, z čehož vyplývají i některé odlišnosti v jejich 
katalytickém působení. Hlavní využití peroxidasy (především křenové) je v oblasti analytiky, 
a to nejen při stanovení glukosy (jako druhý enzym), ale především v enzymoimunoanalyse, 
kde se peroxidasa stala nejpoužívanějším značkovacím enzymem, umožňujícím citlivou 
detekci imunochemické reakce. Křenová peroxidasa (HRP) katalyzuje oxidaci fenolů, 
bifenolů, anilinu a benzidinu. HRP je vhodná pro čištění odpadních vod [12]. 
Laktoperoxidasa nalezla použití při technice značení bílkovin radioaktivním jodem, 
zejména pro radioimunoanalysu. K tomuto účelu se vyrábí i v imobilisované formě [94]. 
3.2.1.4 Reduktasy 
Reduktasy, katalysující redukční reakce, jsou enzymy jednak mikrosomální (obsahující 
cytochrom P450) a jednak nemikrosomální neboli cytoplasmatické. Redukční reakce jsou 
méně časté biotransformační reakce než oxidace, neboť je většinou přítomen kyslík. S tím 
souvisí i skutečnost, že rovněž enzymy katalysující redukční reakce jsou daleko méně 
charakterizovány. Majoritní podíl na redukci nitroaromátů a azobarviv mají cytoplazmatické 
enzymy, flavoproteiny xanthinoxidasa a DT-diaforasa [NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa], 
v menší míře pak aldehydoxidasa, dále membránové enzymy NADPH:CYP reduktasa 
a částečně aktivní jsou i cytochromy P450 [77]. 
Při redukcích reagují karobonylové skupiny na alkoholové, nitroskupiny na aminoskupiny, 
azosloučeniny na aminosloučeniny.  
3.2.2 Enzymy biodegradující lignocelulosové materiály 
Lignocelulosa je hlavní strukturní složka dřevnatých a nedřevnatých rostlin. Skládá 
se z celulosy, hemicelulosy a ligninu [24]. Tyto tři enzymy jsou hlavními složkami rostlinné 
biomasy a jsou to tři nejpočetnější biopolymery na Zemi.  
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Jedním z producentů ligninolytických enzymů jsou dřevokazné basidiomycetní houby, 
označované jako houby bílé hniloby, které jsou známé produkcí lignin degradujících enzymů 
[85]. K nejlépe prostudovaným lignindegradujícím houbám patří Phanerochaete 
chrysosporium [25, 64]. Méně známé houby bílé hniloby jako Daedalea flavida, 
Phlebia fascicularia, P. floridensi  a P. radiata se používají k degradaci ligninu na pšeničné 
slámě [2]. Dalšími potenciálními producenty ligninolytických enzymů jsou druhy rodu 
Lentinus, např. Lentinus levis, Lentinus tigrinus, které tyto enzymy produkují během růstu 
na pšeničné slámě jako jejich růstovém substrátu [39]. 
Ligninolytické houby (houby bílé hniloby) dokáží degradovat všechny hlavní složky dřeva. 
Houby celulolytické (houby hnědé a měkké hniloby) jsou schopné rozkládat pouze celulosu 
a hemicelulosu. Ligninolytické enzymy hub bílé hniloby rozvolňují strukturu dřeva, 
celulolytické a hemicelulolytické enzymy štěpí polysacharidy jako zdroj výživy a růstu 
mycelia [4].  
3.2.2.1 Lignolytické enzymy 
Lignin je heterogenní polyfenolický polymer, jehož molekula je oxidována a degradována 
ligninasovým systémem, který je složen ze třech aktivních enzymů: lignin peroxidasa (LiP;  
E. C. 1.11.1.14), mangan-dependentní peroxidasa (MnP; E. C. 1.11.1.13) a lakasa (Lac; 
E. C.1.10.3.2) [88]. Někteří autoři uvádějí také mangan-independentní peroxidasy a jiné 
versatilní peroxidasy [21,  65]. Tyto enzymy mohou oxidovat  fenolické i nefenolické skupiny 
ligninu.  
3.2.2.1.1 Lakasa (Lac, benzendiol: oxygen oxidoreductase) 
Lakasa je součástí rostlin, mnoha hub, některých bakterií a hmyzu. Patří do skupiny 
polyfenolických oxidas obsahujících měď, které katalyzují čtyř-elektronovou redukci kyslíku 
na vodu. Lakasa ligninolytických hub obsahuje ve své molekule čtyři atomy mědi v oxidačním 
stavu 2+, které jsou rozmístěny mezi třemi odlišnými vazebnými místy. Tyto ionty mědi hrají 
důležitou roli v katalytickém mechanismu enzymu [3, 15, 68].  
Lakasa typicky obsahuje tři typy atomu mědi, z nichž jeden dává charakteristickou modrou 
barvu. Podobné enzymy, které postrádají atom mědi a jsou zodpovědné za modrou barvu, jsou 
nazývány “žluté“ nebo “bílé“ lakasy. Avšak mnoho autorů nepovažuje tyto enzymy za lakasy 
[3].  
Lakasa je větší než ligninperoxidasa a manganperoxidasa, má molekulovou hmotnost okolo 
60 kDa. Oxiduje mnoho odlišných sloučenin, jako jsou fenoly, polyfenoly, aromatické aminy 
a nefenolické organické substráty za vzniku reaktivních radikálů, které podléhají další již 
neenzymatické depolymerizaci, repolymerizaci nebo demethylaci. Kromě účasti lakasy 
při degradaci ligninu zastává tento enzym u hub i další fyziologicky významné funkce.  
Lakasa je taktéž mnohými houbami produkována ve formě různých izoenzymů. Jedná 
se o intracelulární i extracelulární enzymy, které jsou vylučovány do kultivačního média. Studie 
některých druhů hub naznačují přítomnost lakasy vázané v jejich buněčné stěně [85]. 
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Podmínky tvorby lakasy 
Produkce enzymu není závislá jen na typu houbového řetězce, ale také na růstových 
podmínkách, jako je přítomnost a nepřítomnost induktoru, indukční doba, složení 
kultivačního média, typ kultivačních podmínek a genetická manipulace. Přítomnost 
induktoru, jeho chemická povaha, přidané množství a čas přídavku ovlivňuje lakasovou 
produkci v největším rozsahu. 
Koncentrace induktoru může také ovlivnit lakasovou produkci. Lakasová produkce je 
citlivá na koncentraci dusíku v houbě. K získání většího množství lakasy se obvykle vyžadují 
vysoké hladiny dusíku. 
V případě katalyzované oxidace nefenolického substrátu lakasa požaduje přítomnost 
mediátoru v médiu. Jako mediátory se mohou použít 2,2´-azino-bis-(3-etylbenzothiazolin-6-
kyselina sulfonová) (ABTS), 1-hydroxybenzotriazol (HBT), violurová kyselina (VLA), 
N-hydroxyacetanilid (NHA) atd. [15]. 
Přírodní lakasa sama o sobě nemá dostatečnou reaktivitu k nefenolickým substrátům, 
běžně se používá s kofaktorem, často uvedeným jako mediátor. 2,2´-azino-bis-(3-
ethylbenzothiazolin-6-kyselina sulfonová) (ABTS) (obr. č. 3.4) a jeho soli jsou vhodné 
mediátory lakasy. Mediátor působí jako aktivátor enzymu a je převeden do velmi stabilního 
ABTS kationtového radikálu. Tento výchozí krok umožňuje enzymu, aby nastartoval cyklus 
přenášecích elektronů ze substrátu na kyslík ve dvou krocích [62]. 
 
 
Obrázek č. 3.4 : Substrát 2,2´-azino-bis-(3-etylbenzothiazolin-6-kyselina sulfonová), ABTS [62] 
Výskyt lakasy 
Lakasa je běžným enzymem, který se vyskytuje v přírodě. Je to typická komponenta rostlin 
a hub. První lakasa byla objevena v roce 1883 u Rhus vernicifera (japonský strom). Postupně 
byla nalezena v mnoha jiných rostlinách, jako je např. broskev, fík, tabák či topol. Rostlinné 
lakasy se účastní na tvorbě ligninových polymerů. 
Výskyt lakasy u hub 
Doposud největší množství lakasy pochází z hub bílé hniloby, které účinně rozkládají 
lignin. Velice známí producenti lakasy patří do skupin: askomycety, deuteromycety, 
basidiomycety, a celulolytické houby jako jsou Neurospora crassa, Agaricus bisporus, 
Botrytis cinerea, Pleurotus ostreatus, Phlebia radiata, Trametes versicolor a Coriolus 
polyporus, Pycnoporus cinnabarinus, Chaeomium thermophilum, a Coprinus cinereus [68]. 
Lakasová aktivita nebyla prokázaná u nižších hub, jako jsou Zygomycetes a Chytridiomycetes 
[3]. 
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Výskyt lakasy u bakterií 
Přestože existují některé studie o lakasové aktivitě bakterií [1, 10], pravděpodobně lakasa 
nepatří mezi běžné enzymy prokaryotických skupin [3].  
První výskyt prokaryotické lakasy je z bakterie Azospoirillum lipoferum. Lakasová 
aktivita se objevuje např. u Pseudomonas syringae, Escherichia coli, Streptomyces griseus 
nebo Bacillus subtilis [68]. 
 
Katalysa lakasy 
Lakasa patří do skupiny měďnatých oxidas, které obsahují nejméně jeden typ 1 (T1) mědi, 
společně s nejméně třemi dalšími měďnatými ionty. A to jeden typ 2 (T2) a dva typy 3 (T3). 
Centra mědi mohou být určeny na základě jejich spektroskopických vlastností. Různé typy 
jsou absorbovány při odlišných vlnových délkách [3]. Typ 1 je zodpovědný za modrou barvu 
enzymu a jeho absobrance je kolem 610 nm. Měď T2 nemůže být stanovena 
spektrofotometricky, nevytváří žádnou barvu. Binukleární T3 měď je diamagnetická 
a vykazuje slabou absorbanci při 330 nm a také má charakteristické fluorescenční spektrum 
[41, 71]. 
Lakasa katalysuje redukci kyslíku na vodu užitím mnoha fenolických sloučenin, jako 
donoru vodíku. Substráty jsou katalysovány mědí typu 1 (T1) a elektrony jsou přemístěny 
do T2 a T3, kde je molekulový kyslík redukován na vodu (viz. Obr. č. 3.5) [3]. 
Mezi nejpoužívanější substráty pro hubovou lakasu patří ABTS, 2,6-dimetoxyfenol 
(DMP), guaiacol a syringaldazin [3]. Ale používá se i spousta jiných substrátů, jako 
např. kyselina vanilová, katechol, 2-naftol, fenylhydrazin, antracen atd. [3]. 
Lakasa byla také nazvána difenol oxidasa, monofenoly jako 2,6-dimetoxyfenol 
nebo guaiacol jsou často lepšími substráty něž difenoly, např. katechol nebo hydroquinon. 
Syringaldazin [N,N´-bis(3,5-dimetoxy-4-hydroxybenzylidyn hydrazin] se mnohdy považuje 
za jedinečný substrát lakasy [18]. 
 
 
 
 
 
Obrázek č. 3.5 : Katalytický cyklus lakasy [3] 
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Využití lakasy 
Hlavní role houbové lakasy je v depolymerizaci ligninu, a to v rozštěpení na menší 
sloučeniny, vysoko polymerizovanou polyfenolickou ligninovou makromolekulu [15]. 
Lakasa se v potravinářském průmyslu používá při bioremediaci, v nápojovém průmyslu, 
při stanovení kyseliny askorbové, při pečení a jako biosenzor. Lakasy mohou být aplikovány 
v procesech při kterých se zvýrazní nebo modifikuje barva potraviny nebo nápoje.  V tomto 
případě se aplikací lakasy vyloučí nevhodné fenoly, které jsou zodpovědné za hnědnutí, 
zakalení v ovocném džusu, pivě a víně [63]. 
Lakasa oxiduje mnoho substrátů: fenolová barviva, fenoly, chlorofenoly, benzopyreny, 
organofosfáty atd. [12]. Podílí se např. na sporulaci, detoxifikaci či tvorbě buněčného pigmentu 
[85]. 
3.2.2.1.2 Lignin peroxidasa (LiP)  
Lignin peroxidasa (LiP) a mangan-dependentní peroxidasa (MnP) se účastní degradace 
ligninu. Ligninperoxiadasa, také nazývaná ligninasa je hemoprotein, který je produkován 
mnoha houbami bílé hniloby [32]. V práci Haemmerli et al. 1986 je ukázáno, že lignin 
peroxidasa oxiduje monomery, dimery i trimery ligninu, stejně jako polycyklické aromatické 
sloučeniny, například benzopyren.  
Během svého katalytického cyklu je LiP oxidována peroxidem vodíku. Dochází k odejmutí 
dvou elektronů z její molekuly a vzniká meziprodukt (sl. I), který poté oxiduje substrát 
odstraněním jednoho elektronu za vzniku redukovanějšího enzymového meziproduktu (sl. II). 
Tento meziprodukt pak oxiduje další molekulu substrátu odejmutím jednoho elektronu, 
čímž se vrací do svého původního stavu. V přítomnosti nízké koncentrace substrátu může být 
sloučenina II díky své vysoké aktivitě s peroxidem vodíku přeměněna na neaktivní formu 
enzymu (sl. III). Inaktivaci enzymu brání v nadbytku H2O2 aromatické látky jako 
např. veratryl alkohol (3,4-dimethoxybenzylalkohol) a tryptofan. Pokud jsou tyto sloučeniny 
s projektivním účinkem přítomny, stávají se pro sloučeninu II vhodnějším substrátem 
a umožní dokončení katalytického cyklu ligninperoxidasy (viz. Obr. č. 3.6) [85]. 
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Obrázek č. 3.6: Katalytický cyklus ligninperoxidasy [85] 
 
3.2.2.1.3 Mangan-dependentní peroxidasa (MnP) 
Mangan-dependentní peroxidasa (MnP) je hem-obsahující peroxidasa, která katalyzuje 
H2O2- dependentní oxidaci Mn2+ na vysoce reaktivní Mn3+. Kation Mn3+ pak následně oxiduje 
fenolické části ligninu za vzniku volných radikálů.  Tento Mn3+ komplex  může volně 
difundovat pryč z aktivního místa enzymu a oxiduje sekundární substráty, jako jsou fenolické 
sloučeniny a sloučeniny ligninu [45].  
Katalytický cyklus MnP (Obr. č. 3.7) je podobný jako u ostatních hemových peroxidas. 
Zahrnuje jak nativní formu enzymu obsahující kation Fe3+, tak reaktivní meziprodukty 
(sloučenina I, sloučenina II). Na rozdíl od jiných peroxidas preferuje MnP jako substrát Mn2+. 
Kation Mn2+ vystupuje jako donor jednoho elektronu a je oxidován na Mn3+. Reaktivní 
Mn3+je stabilizován karboxylovými kyselinami – kyselina šťavelová, malonová a mléčná 
[85]. 
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Obrázek č. 3.7:. Katalytický cyklus mangan-dependentní peroxidasy [85] 
3.2.3 Uplatnění ligninolytických enzymů  
 Schopnost hub bílé hniloby transformovat a mineralizovat široké spektrum 
organopolutantů byla popsána v řadě studií [44, 61, 85]. Tyto houby mohou rozkládat 
nebezpečné aromatické nitrosloučeniny [85], nebo se účastnit při biodegradaci 
polychlorovaných bifenylů [35]. Také mají schopnost účinně degradovat syntetická 
barviva [44]. 
Ligninolytické enzymy hrají důležitou roli při degradaci a mineralizaci polycyklických 
aromatických uhlovodíků [85]. 
3.2.3.1 Celulytické enzymy (celulasy) 
Celulasy jsou enzymy, které zajišťují enzymatickou hydrolysu celulosy, a to vazbu 
β-(1 → 4) v celulose. Tento celulosový systém je složen ze tří enzymů:  
- endoglukanasa (EC 3.2.1.4; 1,4- β-D-glukan-4-glukanhydrolasa) 
- celobiohydrolasa (EC 3.2.1.91; 1,4-β-D-glukan cellobiohydrolasa) 
- celobiasa (EC 3.2.1.21; β-glukosidasa) 
Mikroorganismy, které rozkládají celulosu, hrají důležitou roli v recirkulaci celulosy. 
Jeden z nejrozsáhleji prostudovaných celulolytických mikroorganismů je houba Trichoderma 
reesei [37, 51, 73]. T. reesei je dobrý producent hemicelulolytických a celulolytických 
enzymů, ale není schopná degradovat lignin. Sclerotium rolfsii, Aspergillus niger, 
Achlya bisexualis, Orpinomyces sp. jsou houby s nejvyšší specifickou aktivitou celulas [24].  
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Mezi bakterie, které produkují celulasy, patří Bacillus subtilis, B. macerans, Clostridium 
thermocellum [73], Streptomyces murinus.  
Jedním z modelových a nejvíce prostudovaných mikroorganismů pro produkci celulas je 
plíseň Trichoderma reesei. Tato plíseň je velmi dobře známa jako výborný producent celulas. 
Kmeny  QM9414 a Rut C – 30 byly použity pro biosyntesu celulas s použitím celulosy jako 
uhlíkatého zdroje. Jako odpadní materiál byla použita upravená pšeničná sláma nebo řepné 
řízky [37, 52]. 
3.2.3.2 Hemicelulolytické enzymy 
Xylanasy náleží ke skupině hemicelulolytických enzymů, které vyžadují pro hydrolysu  
β-1,4-xylanu přítomnost lignocelulosového materiálu. Hlavní hemicelulosou je xylan, který 
se nachází v obilovinách a ve dřevě. V pekařském průmyslu se xylanasy užívají na zlepšení 
žádoucí textury a skladovatelnosti chleba. Xylanasy se dále uplatňují v papírenském 
a textilním průmyslu [95].  
3.2.3.3 Pektinolytické enzymy 
Pektinolytické enzymy,  neboli pektinasy, se rozdělují do tří skupin: protopektinasy, 
esterasy a depolymerasy [29]. Tyto enzymy degradují pektinové materiály a hrají důležitou 
roli v potravinářském průmyslu, při výrobě ovocných džusů, nealkoholických nápojů 
a lihovin. Tyto enzymy jsou tedy nápomocné při maceraci, zkapalňování a extrakci 
zeleninových tkání. Pomáhají redukovat viskozitu ovocných dužnin. Pektinolytické enzymy 
jsou široce rozšířené v potravinářském a nápojovém průmyslu [52]. 
Tyto enzymy jsou zodpovědné za degradaci pektinu. Jsou široce rozšířené v přírodě a jsou 
produkovány bakteriemi, houbami, kvasinkami, hmyzem a protozoi. Mikrobiální pektolysa je 
důležitá v patogenesi rostlin, v symbiose a v rozkladu rostlinného odpadu. Pektinolytické 
enzymy jsou produkované jen v přítomnosti substrátu a jsou začleněny do koloběhu uhlíku 
[23]. 
Téměř všechny komerční preparáty pektinas jsou připravované z hub. Aspergillus niger 
[60] je nejběžněji užívaný druh pro průmyslovou produkci pektinolytických enzymů [29]. 
Mezi další producenty pektinas patří Penicillium frequentans, Clostridium 
thermosacharolyticum, Bacillus sp, B. poylmyxa apod. [31]. 
Po několik let se alkalické pektinasy užívají v různých výrobních procesech, jako je textilní 
zpracování, čajová, kávová a olejová extrakce a zacházení s průmyslovými odpadními vodami 
obsahující pektinové látky [29]. S většími znalostmi mechanismu pektinové degradace 
mikroorganismy a jejich enzymy, alkalické pektinasy našly uplatnění v různých dalších 
biotechnologických procesech, jako je purifikace rostlinných virů a při výrobě papíru [23]. 
Kyselé pektinasy se využívají při výrobě různých druhů džusů a ve vinařství [31]. 
Různé odpady ze zemědělství, jako jsou pšeničné otruby, cukrová třtina, kávové slupky, 
slunečnicové květy [60] a jablečné výlisky, jsou využívány pro mikrobiologickou 
produkci pektinas. 
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3.3 Aureobasidium pullulans 
V rámci tohoto názvu se setkáváme s celou řadou synonym: 
• Dematium pullulans 
• Pullularia pulllans 
• Aureobasidium vitis 
• Torula schoenii 
• Torula nigra 
• Pullularia fermentans 
• Dematoideum nigrescens 
• Candida malicola 
• Pullularia fermentans 
• Hormonema pullulans 
• Oospora pullulans 
• Oidium pullulans 
• Vitis vinifera [33, 83, 84]. 
 
V rámci rodu Aureobasidium existuje několik druhů, avšak A. pullulans se od nich zřetelně 
odlišuje jak tvarem konidií, tak i tím, že netvoří acervulus [33]. 
Tento mikroorganismus byl popsána H.D. Barym v roce 1866  jako Dematium pullulans 
saprofytytující na povrchu vyšších rostlin. Viala a Boyer prozkoumali v roce 1891 tmavé 
skvrny na houbách a listech vinné révy Vitis vinifera, z nichž izolovali Aureobasidium vitis. 
Arnaud v roce 1910 zjistil, že oba druhy jsou totožné A. pullulans [33]. 
Je to převážně saprofytický organismus, ale vyskytuje se i jako parazit na rostlinách 
a může způsobit i choroby zvířat a lidí. Byly zaznamenány případy různých lokálních infekcí, 
jako jsou záněty pobřišnice, kožní infekce, zápal plic, meningitida a infekce oka [20]. 
Kolonie Aureobasidium pullulans vyrůstají na sladinovém agaru nejprve bílé, později 
tmavnou, až černají, a to vlivem tvorby barviva melaninu. Mladé hyfy jsou zpravidla hyalinní 
a tenké se slabou stěnou. Ve starších kulturách pozorujeme hyfy širší, tlustostěnné, šedočerné 
až tmavě hnědočerné a často segmentované. Aureobasidium se rozmnožuje vegetativně - 
pomocí blastokonidií, které pučí po stranách hyf. Střídání různých fází asexuálního vývoje 
A. pullulans bývá cyklické. Jednobuněčné články těchto hyf se mohou rozpadat v artrospory 
(artrokonidie). Na obrázku jsou vidět jednotlivé konidie (Obr. č. 3.8). Při vytváření konidií 
jsou slizovité a často mají tenké vzdušné mycelium, které je zpravidla okrové, růžové, 
olivové, hnědé až černé. Jeho aktivita je často škodlivá, protože rozkládá barviva, narušuje 
elektrické kabely či skelnou optiku [33, 34]. 
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Obrázek č. 3.8 : Rod Aureobasidium - kvasinkovité buňky, hyfy s blastosporami a hrubostěnné 
chlamydospory [54] 
A. pullulans je mikroorganismus izolovaný běžně z ovzduší. Nalézá se v půdě, vodě a jako 
parazit na rozkládajícím se listí, dřevě a mnoha jiných rostlinných materiálech. Produkuje 
velké množství enzymů, jakou jsou amylasy, proteasy, esterasy, pektinasy a hemicelulasy, 
zahrnující xylynasy a manasy. Nežádoucím rysem tohoto mikroorganismu je tvorba tmavých 
pigmentů melaninové povahy [74]. 
Tento mikroorganismus  kolonizuje povrchy listů a je možným biokontrolním bodem 
pro rostlinné patogeny [72]. 
Rod Aureobasidium na sebe v poslední době soustřeďuje značnou pozornost, neboť má 
schopnost rozkládat celulosu, hemicelulosy, xylany a lignin, což má značný význam 
při použití dřevných odpadů pro syntézu jednobuněčných bílkovin. Aureobasidium pullulans 
se používá také pro výrobu polysacharidu pululanu, který má široké technické použití [84].  
Aureobasidium pullulans je dobrý producent β-glukosidasy, což je důležitý enzym 
celulolytického komplexu nezbytného pro celkovou degradaci celulosy [40]. Dále  produkuje 
alkalické proteasy [26] a β-xylanasy [86]. Alkalické proteasy se využívají pro výrobu čistících 
prostředků, v chemickém průmyslu, při nakládání s odpady, při výrobě krmiv, 
v potravinářském průmyslu atd. [36].  
3.3.1 Pululan 
Pululan je lineární homopolysacharid glukosy (Obr. č. 3.9), který je produkovaný 
mikromycetou Aureobasidium pullulans, dříve známou jako Pullulanaria pullulans. Jeho 
vodné roztoky jsou stabilní a vykazuje relativně nízkou viskozitu v porovnání 
s jinými polysacharidy. Je také netoxický, jedlý a biologicky odbouratelný. Mikrobiální 
produkce pululanu u A. pulllulans byla objevena R. Bauerem v roce 1938 [40]. 
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Obrázek č. 3.9 : Struktura části řetězce polysacharidu pululanu [38] 
Polysacharid může být také izolován z saprofytické houby Tremella mesenterica, 
parazitických hub Cytaria harioti a C. darwinii [74]. 
Produkci pululanu ovlivňuje mnoho faktorů, jako je například teplota, pH, substrát, typ 
fermentace atd. [42]. 
Výzkumné studie v oblasti polysacharidů ukázaly, že pululan je jedinečný polysacharid 
s různorodým uplatněním v průmyslu a lékařství [38]. Filmy či membrány z pululanu 
se používají jako obalový materiál pro koření, čaj a kávu. Pululan se v potravinářství využívá 
už dlouho dobu a nyní se může přidávat i do diabetických potravin. Je také prospěšný 
pro pacienty, kteří mají sníženou glukosovou toleranci [74]. 
Tento polysacharid není toxický ani dráždivý pro lidské tělo, proto může být využit 
v kosmetice jako  přísada odličovacích prostředků, kosmetických pudrů, krémů na obličej, 
šamponů, laků na vlasy, zubních přípravků atd. [74]. 
Používá se při výrobě papíru a barviv. Dále může být použit jako biologicky odbouratelná 
náhrada nylonu, hedvábí, polystyrenu a polyvinyl alkoholu [38]. 
Přestože má pululan mnoho cenných uplatnění, hlavním omezením pro běžné využití je 
jeho cena, která je třikrát vyšší než cena jiných polysacharidů, např. dextranu a xantanu [74]. 
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3.4 Basidiomycety  
Název této skupiny hub je Basidiomycetes nebo také Basidiomycotina či houby 
stopkovýtrusné. U této skupiny hub se netvoří zvláštní, tvarově rozlišené pohlavní orgány. 
Nepohlavní rozmnožování se vyskytuje velmi zřídka a není pro basidiomycety 
charakteristické. Basidiomycety jsou druhou největší skupinou hub po houbách 
vřeckovýtrusných. Náleží sem dřevní houby, které mají schopnost rozrušovat celulosu 
a způsobovat hnilobu nebo trouchnivění dřeva, sněti a rzi, jež parazitují na divoce i kulturně 
rostoucích rostlinách, zejména na obilovinách. [33]. 
Basidiomycety zahrnují velmi rozdílné ekologické skupiny bílých a hnědých hub, či plísně 
z humusu z rozkládajícího se listí, které si mohou svoji výživu zajišťovat různými způsoby. 
Některé z nich jsou jedlé, léčivé, či hrají důležitou roli v biotechnologickém 
a enviromentálním využití [75]. 
Dřevokazné basidiomycetní houby označované jako houby bílé hniloby jsou organismy 
známé produkcí lignin-degradujících enzymů. Označení houby bílé hniloby je odvozeno 
od vzhledu jimi napadeného dřeva. Tyto houby se vyznačují zcela ojedinělou schopností 
degradovat lignin [75, 85]. 
Houby jsou zodpovědné za degradaci dřeva a jiného lignolytického materiálu. Zejména 
houby bílé hniloby se zapojují do transformace velkého množství organopolutantů, které 
obsahují lignin [50, 61]. Kromě toho některé ligninolytické houby se účastní degradace 
různých druhů průmyslových odpadních vod, např. z lihovaru [16], z pivovarů [96], 
papírenského průmyslu [91] a při odbarvování [82]. Některé ligninolytické houby, jako je 
např. Pycnoporus sanguineus, Coriolus pubescens a Trametes sp., degradují lignosulfonáty 
[13]. 
Bílé houby jsou jediné mikroorganismy, které lignin degradují důkladně. Při degradaci 
dřeva dochází kromě degradace ligninu i k degradaci celulosy a hemicelulosy. Enzymy 
zodpovědné za celulosovou degradaci těmito houbami jsou podobné dobře popsaným 
enzymům houby Trichoderma viride [50]. 
Hlavní ligninolytické enzymy hub bílé hniloby představují peroxidasy (ligninperoxidasa, 
manganperoxidasa, versatilní peroxidasa) a fenoloxidasa lakasa. Jsou to oxidativní 
a vzhledem k velké polymerní molekule jejich substrátu - ligninu, povětšinou extracelulárně 
produkované enzymy. Substrátová specifita ligninolytických enzymů je velmi nízká vzhledem 
k nepravidelné struktuře molekuly ligninu. Právě nízká substrátová specifita dodává 
ligninolytickým enzymům široký biodegradační potenciál [85]. 
Nejstudovanější houbou rodu Basidiomycetes je Phanerochaete chrysosporium, 
která produkuje dva typy peroxidas – manganperoxidasu a ligninperoxidasu, avšak není zde 
pozorována tvorba lakasy [46]. Bylo prokázáno, že tato basidiomyceta je schopná degradovat 
DDT [1,1-di(4-chlorfenyl)-2,2,2-trichloretan], lindan (γ-hexachlorcyklohexan), polycyklické 
aromatické uhlovodíky (PAH) a dioxiny [9]. P. chrysosporium vyžaduje určité růstové 
podmínky k degradaci ligninu [32] a podobné podmínky jsou předpokládány i při degradaci 
aromatických sloučenin.  
Jako modelový organismus celulolytických hub byla vybrána houba hnědé hniloby 
Piptoporus betulinus, která se v našich podmínkách běžně vyskytuje. Tato houba způsobuje 
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rychlý rozklad dřevní hmoty a dobře roste v laboratorních podmínkách. Jako zástupci 
ligninolytických hub pak můžeme zmínit Pleurotus ostreatus a Trametes versicolor, velmi 
často se vyskytující druhy, studované navíc jako modelové organismy [4]. 
Rod Trametes, patřící mezi Basidiomycety je pokládán za jednoho z hlavních producentů 
lakasy. Biotechnologický význam enzymu lakasy je v její schopnosti oxidovat jak fenolické, 
tak nefenolické sloučeniny ligninu, stejně jako polutanty v životním prostředí. V současné 
době je studována široká řada vhodných materiálů pro produkci lakasy. Jedním z těchto 
materiálů jsou banánové slupky. Tento materiál je možný potenciální substrát pro produkci 
lakasy houbou Trametes pubescens [56]. Další studie porovnává výsledky produkce enzymu 
lakasy na různých odpadních materiálech, jako je odpad po zpracování hroznů (21 % ligninu, 
23 % celulosy a 33 % hemicelulosy), nebo odpad z ječmene (44 % ligninu, 7 % celulosy 
a 31 % hemicelulosy), kultivací Trametes hirsuta kmene BT 2566 [48] .  
Houby bílé hniloby mají schopnost degradovat pentachlorfenol, jakožto účinný systém 
pro tekuté odpady. Přesné mechanismy, kterými tyto houby detoxikují pentachlorfenol není 
jasný. Také úloha jednotlivých enzymů v ligninolytickém kompletu je charakterizována jen 
částečně. Lakasa je jedním z lignindegradujícíh enzymů, která působí na široké spektrum 
fenolických sloučenin. Tento enzym tvoří mnoho hub bílé hniloby, jako je například Trametes 
versicolor (synonyma Coriolus versicolor, Polyporus versicolor). Několik forem lakasy 
bylo isolováno z mědi typu 1 (T1) a 2 (T2), které obsahují ve své molekule modrou měď. Jsou 
to produkty z tekutých kultur, zatímco typ 3 (T3) je bezbarvý protein, produkovaný převážně 
během kultivace na pevných substrátech, jako jsou piliny [28]. Lakasové isoenzymy 
identifikované z Panus tigrinus, C. versicolor, Phlebia radiata a P. tremellosa vytváří 
typickou modrou lakasu na tekutých kulturách, na pevných kulturách se vytváří lakasa žlutá 
[41]. Byla studována reakce pantechlorfenolu s lakasou z mikroorganismu Coriolus versicolor 
[85]. 
Houba bílé hniloby Irpex lacteus byla studována ve spojení s ligninovou biodegradací, 
biodegradací polycyklických aromatických látek (PAHs) [53] a barvení z odpadních vod 
z textilního průmyslu [69]. 
Manganperoxidasa je hemobsahující enzym produkovaný mnoha lignolytickými houbami, 
např. Phanerochaete chrysosoprium, Phlebia radiata, Nematoloma frowardii, Pleurotus 
eryngii a Bjerkandera adusta. Manganperoxidasa z hub bílé hniloby je studována 
pro biodegradaci ligninu, huminových kyselin, PAHs a pro syntézu polychlorovaných 
bifenylů [70]. 
Zjistilo se, že manganperoxidas z hub bílé hniloby Nematoloma frowardii a Phlebia 
radiata je schopná depolymerizovat syntetický a přírodní lignin. Manganperoxidasa 
z N. frowardii se také může používat k mineralizaci některých sloučenin, jako jsou huminové 
kyseliny a xenobiotika [22]. 
Druhy rodu Pleurotus jsou schopné degradovat polycyklické aromatické látky 
a chlorované bifenyly. Bylo také prokázáno, že druhy Pleurotus produkují versatilní 
peroxidasu, lakasu a aryl-alkohol oxidasu, a to jak na tekutých,  tak i na tuhých substrátech. 
Versatilní peroxidasa je nový typ peroxidasy oxidující fenolické a nefenolické aromatické 
sloučeniny, stejně jako Mn2+ na Mn3+. Tato peroxidasa byla poprvé objevena u Pleurotus 
eryngii [43]. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Použité přístroje 
• Autokláv - VAPOSTERI - parní sterilizátor, BMT a.s. Brno 
• Centrifuga Appendrof AG – Hamburg  
• Fotoaparát – Olympus C-750 Ultra Zoom 
• Očkovací box – BIOAIR Euro Lone Division 
• pH metr MH 171 
• Spektrofotometr typ UV/VIS HELIOS DELTA – Thermospectronic, England 
• Sušička - Memmert model 100-800 – Schwabach 
• Světelný mikroskop s kamerou – Merci s.r.o. 
• Termostat nastavený na 27°C – LTE SCIENTIFIC LTD Velká Británie 
• Termostat nastavený na 32°C - LTE SCIENTIFIC LTD Velká Británie 
• Třepačka typ KS 130 B– IKA Německo 
• Vařič – ETA Česká republika 
• Vodní lázeň, polystat cc1 
4.2 Použité chemikálie 
• Agar – HiMedia Indie 
• Albumin Bovine fraction – Serva 
• dusičnan draselný - KNO3 - Lachema Brno 
• etanol – CH3CH2OH 
• glukosa - Lachema Brno 
• hydrogenfosforečnan draselný - K2HPO4  - Lachema Brno 
• hydrogenuhličitan sodný - NaHCO3 - Lachema Brno 
• hydrogenarseničnan sodný heptahydrát -Na2HAs04 . 7 H2O - Lachema Brno 
• hydroxid sodný - NaOH  - Lach Ner, s.r.o Neratovice 
• kvasniční autolyzát – HiMedia Indie 
• kyselina chlorovodíková - Merci s.r.o. 
• kyselina octová - CH3COOH - Penta Chrudim 
• kyselina sírová – Merci s.r.o. 
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• laktofenol – Čaderský-Envitek, spol.s.r.o., Brno, HiMedia 
• molybdenan amonný tetrahydrát - (NH4)6Mo7O24 . 4 H2O - Lachema Brno 
• octan sodný - CH3COONa . 3 H2O - Lachema Brno  
• pivovarská sladina – pivovar Starobrno 
• síran amonný - Na2SO4 - Lachema Brno  
• síran hořečnatý heptahydrát - MgSO4 . 7 H2O Lach Ner, s.r.o. Neratovice 
• síran měďnatý - CuSO4 - Chemica Troubsko 
• síran měďnatý pentahydrát - CuSO4 . 5 H2O - Chemica Troubsko 
• uhličitan sodný - Na2CO3 - Lachema Brno 
• vinnan sodno-draselný - C4H4O6KNa . 4 H2O - Lachema Brno 
4.3 Použité substráty 
• ABTS - 2,2´-azino-bis-[3-etylbenzothiazolin-6-kyselina sulfonová] – Sigma Kanada 
• guaiacol - Sigma Aldrich  
• karboxymetylcelulosa (CMC) – Serva 
• kyselina D-galaktopyranuronová - C6H10Na2O10S1 - Fluka AG Chemische Fasrik,   
CH-S470 Sucks SG 
• pšeničná sláma: mletá –0,3-0,5 mm - SAV, Chemický ústav, Bratislava 
4.4 Použité mikroorganismy 
Aureobasidium pullulans  
Použitá kultura je ze sbírky – Česká sbírka mikroorganismů, Masarykovy Univerzity Brno. 
Kultivovala se na šikmých sladinových agarech. Mikroorganismus se každé dva měsíce 
přeočkovával. 4 dny se nechal narůst v termostatu při 27°C a poté se uchovával v ledničce. 
Neznámé mikroorganismy 
Tyto mikroorganismy vyrostly při optimalizaci Aureobasidium pullulans. Přeočkovaly 
se na šikmé sladinové agary, nechaly 4 dny narůst a pak se uchovávaly v ledničce. 
 32 
4.5 Příprava roztoků pro mikroorganismus Aureobasidium pullulans 
4.5.1 Příprava substrátu ABTS (1 mM) 
0,055 g ABTS se rozpustilo v destilované vodě a poté se roztok kvantitativně převedl 
do odměrné baňky a doplnil destilovanou vodou na obsah 100 ml. 
4.5.2 Příprava 0,2 mM sodno-octanového pufru 
0,2 M kyselina octová - 1,155 ml CH3COOH se rozpustilo v destilované vodě a doplnilo 
vodou do 100 ml.  
0,2 M octan sodný - 2,72 g CH3COONa . 3 H2O se rozpustilo v destilované vodě a doplnilo 
vodou do 100 ml. 
Pro přípravu 0,2 M sodno-octanového pufru se napipetovalo 14,8 ml 0,2 M kyseliny octové 
a 35,2 ml 0,2 M octanu sodného. Roztok se následně v odměrné baňce doplnil destilovanou 
vodou do 100 ml. 
4.5.3 Příprava Biuretova činidla 
1,5 g CuSO4.5 H2O a 6 g C4H4O6KNa . 4 H2O se rozpustilo v 500 ml destilované vody. 
K tomu se přidalo 300 ml 10 % NaOH a doplnilo se na 1000 ml destilovanou vodou. 
4.5.4 Příprava kultivačního glukosového média 
Navážilo se 5 g glukosy, 0,2 g KNO3, 0,1 g K2HPO4 a 0,05 g MgSO4 . 7 H2O. Poté 
se na špičku nože přidal kvasničný autolyzát. Pro tuhé médium, které se dávalo Petriho misek 
se přidaly 4 g agaru. Vše se rozpustilo v destilované vodě a doplnilo do 100 ml destilovanou 
vodou. pH roztoku se upravilo kyselinou chlorovodíkovou na pH 5,6. Provedla se sterilizace 
20 minut v autoklávu při 120°C. 
4.5.5 Příprava kultivačního bezuhlíkatého média 
V destilované vodě se rozpustilo 0,2 g KNO3, 0,1 g K2HPO4 a 0,05 g MgSO4 . 7 H2O 
a na špičku nože se přidal kvasničný autolyzát. Pro přípravu bezuhlíkatého média do Petriho 
misek se přidaly 4 g agaru. Odměrná baňka se doplnila destilovanou vodou na objem 100 ml 
a pH se upravilo kyselinou chlorovodíkovou na hodnotu pH 5,6. Dále se provedla sterilizace 
v autoklávu při 120°C po dobu 20 minut. 
4.5.6 Příprava kultivačního média s přídavkem 1 % slámy 
Jako základ pro toto médium se použilo 100 ml uhlíkatého nebo glukosového média, 
ke kterému se přidal 1 g slámy. Sterilizovalo se 20 minut při 120°C. 
4.5.7 Příprava šikmých sladinových agarů  
Použitá sladina se získala z pivovaru Starobrno. Zředila se vodou na 7 hmotnostních 
procent extraktu, pH se upravilo na 5,6 nasyceným roztokem Na2CO3. Pro přípravu šikmých 
agarů se použila upravená sladina s přísadou 2 % agaru. Takto upravená sladina 
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se vysterilovala, poté se napipetovalo 5 ml této sladiny do zkumavek. Zkumavky se sladinou 
se daly sterilizovat a poté se nechaly v šikmé poloze ztuhnout. 
4.5.8 Příprava šikmých agarů se slámou 
Připravilo se bezuhlíkaté médium (viz. postup Kultivační bezuhlíkaté médium 4.5.5). 
Do média se přidalo 5 g agaru a 3 g slámy do 200 ml média, pH se upravilo kyselinou 
chlorovodíkovou na hodnotu 5,5-6. Sterilizovalo se v autoklávu po dobu 20 minut při 120°C. 
Poté se pipetou s odstřihnutou špičkou odebralo do každé zkumavky 5 ml vysterilizovaného 
média a dalo se opět sterilizovat. Následně se zkumavky nechaly v šikmé poloze ztuhnout. 
4.6 Pracovní postupy při provádění jednotlivých metod 
pro mikroorganismus Aureobasidium pullulans 
4.6.1 Optimalizace růstu Aureobasidium pullulans 
Optimalizovaly se podmínky, za kterých nejlépe poroste Aureobasidium pullulans. Měření 
se provádělo na 5 různých médiích: 
- na Petriho miskách s  glukosovým médiem 
- na Petriho miskách s  glukosovým médiem se slámou 
- na Petriho miskách s  bezuhlíkatým médiem se slámou 
- v Erlenmayerových baňkách s  tekutým glukosovým médiem se slámou  
- v Erlenmayerových baňkách s  bezuhlíkatým tekutým médiem se slámou.  
Tato média se naočkovala třemi způsoby: kličkou, přelivem a čtverečky. Očkování kličkou 
se provedlo tak, že ze šikmého agaru s narostlým Aureobasidium pullulans se odebral 
mikroorganismus a naočkoval se na Petriho misky a do Erlenmayerových baněk s různými 
typy médií. Přelivem se očkovalo tím způsobem, že do zkumavky s narostlým 
mikroorganismem se napipetovaly 3 ml destilované vody, směs se rozsuspendovala a nalila 
na Petriho misky a do Erlenmayerových baněk. Očkování čtverečky (1cm x 1cm) probíhalo 
tak, že se A. pullulans naočkoval na Petriho misky s glukosovým médiem a mikroorganismus 
se nechal 4 dny růst. Poté se vyřízly z kultivačního média v Petriho misce čtverečky velikosti 
1cm x 1cm a daly se do Petriho misek a Erlenmayerových baněk s různými druhy médií. 
Po zaočkování se v  časových intervalech: 3., 5., 7., 10., 12. a 14. den zaznamenával nárůst 
mikroorganismu na jednotlivých půdách, s různým způsobem naočkování a při různých 
teplotách. Měření se provádělo v termostatu při 27°C a 32°C. 
4.6.2 Stanovení růstové křivky A. pullulans pomocí zákalu 
Vzorky se odebíraly v časových intervalech: 4, 7, 24, 28, 48, 61, 96 hodin. Odebral se 1 ml 
vzorku do mikrozkumavky a nechalo se 5 minut centrovat (15 000 ot/min, 4°C). Odlil 
se supernatant a sediment se rozsuspendoval v 1 ml vody. Změřila se absorbance při 620 nm 
proti vodě. 
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4.6.3 Stanovení množství bílkovin Biuretovou metodou 
Do zkumavky se napipetoval 1 ml supernatantu z kultivační suspenze, přidal se 1 ml 
destilované vody a 4  ml Biuretova činidla. Slepý vzorek byl tvořen z 2 ml destilované vody 
a 4 ml Biuretova činidla. Po 30 minutové inkubaci při laboratorní teplotě se měřila absorbance 
na spektrofotometru při 550 nm proti slepému vzorku. 
4.6.4 Stanovení aktivity lakasy pomocí substrátu ABTS po kultivaci 
v Erlenmayerových baňkách a na šikmém agaru 
4.6.4.1 Na šikmém agaru: 
Aureobasidium pullulans se naočkoval kličkou do tří zkumavek se šikmým sladinovým 
agarem a do tří zkumavek, kde byl agar se slámou. Mikroorganismus se nechal narůst 
na agarech a provedlo se měření aktivity lakasy pomocí substrátu ABTS. Do zkumavky 
se napipetovaly 3 ml destilované vody a obsah se dobře promíchal, dále viz. Postup stanovení 
aktivity v supernatantu (Viz. Kapitola 4.6.4.2). 
4.6.4.2 V Erlenmayerových baňkách: 
Stanovení aktivity lakasy se provedlo v supernatantu i sedimentu. Jako substrát se použil 
1 mM roztok ABTS. 
Stanovení aktivity v supernatantu 
Z Erlenmayerovy baňky s kultivační směsí se odebral 1 ml supernatantu 
do mikrozkumavky a 2 ml do zkumavky. Tato zkumavka se nechala 5 minut povařit a obsah 
se převedl též do mikrozkumavky. Takto byl připraven slepý vzorek. Mikrozkumavky 
se centrovaly 5 min (15 000 ot/min, 4°C). Do kyvety se napipetovalo 600 μl enzymového 
extraktu, 300 μl sodno-octanového pufru a 100 μl substrátu ABTS. Změřila se absorbance 
na spektrofotometru při 420 nm proti slepému vzorku.  
Stanovení aktivity v sedimentu 
Supernatant se od sedimentu oddělil filtrací za sníženého tlaku. K tomuto sedimentu 
se přidalo 2,4 ml sodno-octanového pufru a 0,8 ml substrátu ABTS. Směs se nechala 1 hodinu 
třepat při intenzitě 320. Poté se polovina suspenze dala do mikrozkumavky. Druhá polovina 
do zkumavky, a ta se 5 min povařila – slepý vzorek. Vše se centrovalo 5 min (15 000 ot/min, 
4°C). Změřila se absorbance na spektrofotometru při 420 nm proti slepému vzorku.  
4.7 Příprava roztoků pro neznámé mikroorganismy 
4.7.1 Příprava substrátu guaiacolu (2 mM) 
Napipetovalo se 25 μl guaiacolu do odměrné baňky a vzorek se doplnil destilovanou vodou 
na  100 ml. 
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4.7.2 Příprava substrátu ABTS (1 mM) 
Příprava stejná jako u Aureobasidium pullulans. 
4.7.3 Příprava 0,2 mM sodno-octanového pufru 
Příprava stejná jako u Aureobasidium pullulans. 
4.7.4 Příprava 10 mM sodno-octanového pufru 
10 mM kyselina octová -  0,601 ml 10 mM CH3COOH se rozpustilo v destilované vodě 
a doplnilo vodou do 100 ml.  
10 mM octan sodný - 1,361 g CH3COONa . 3 H2O se rozpustilo v destilované vodě a doplnilo 
vodou do 100 ml. 
Pro přípravu 10 mM sodno-octanového pufru se napipetovalo 14,8 ml 10 mM kyseliny 
octové a 35,2 ml 10 mM octanu sodného. Roztok se následně v odměrné baňce doplnil 
destilovanou vodou do 100 ml.  
4.7.5 Příprava Biuretova činidla 
Příprava viz. Auerobasidium pullulans. 
4.7.6 Příprava Somogyiho činidel 
Somogyi  I: 12 g C2H4O6KNa . 4H2O, 16 g NaHCO3 a 18 g Na2CO3 se rozpustilo v 200 ml 
destilované vody. 144 g Na2SO4 (bezvodý) se pomalu přidával do 600 ml teplé destilované 
vody. Po rozpuštění všech látek se oba roztoky smíchaly. 
Somogyi II: 4 g CuSO4, 36 g Na2SO4 (bezvodý) se rozpustil v 200 ml destilované vody 
Nelson roztok III: 
25 g (NH4)6Mo7O24 . 4 H2O se rozpustilo ve 460 ml destilované vody. 3 g 
Na2HAs04 . 7 H2O se rozpustilo ve 25 ml destilované vody a pomalu se přidalo 21 ml 
koncentrované H2SO4, oba roztoky se smíchaly. Takto připravený roztok se temperoval 48 
hodin v termostatu při teplotě 38°C.  
4.7.7 Příprava substrátu karboxymethylcelulosy (CMC) 
Pro přípravu 1 % roztoku CMC v octanovém pufru o pH 5,4 se ke 40 ml destilované vody 
postupně za intenzivního míchání přisypával 1 g CMC. Poté se přidalo 41,2 ml základního 
roztoku octanu sodného a pH se upravilo kyselinou octovou na pH 5,4. Roztok se v odměrné 
baňce doplnil destilovanou vodou na 100 ml. 
4.7.8 Příprava substrátu pektanu sodného 
Pro přípravu 0,5 % roztoku pektanu sodného v octanovém pufru o pH 4,2 se k 50 ml 
destilované vody postupně přisypalo 0,5 g kyseliny D-galaktopyranuronové, 
a to za intenzivního míchání. Poté se přidalo 13,2 ml základního roztoku octanu sodného a pH 
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se upravilo kyselinou octovou na pH 4,2. Roztok se doplnil v odměrné baňce destilovanou 
vodou na 100 ml. 
4.7.9 Příprava kultivačního glukosového média 
Příprava jako u Aureobasidium pullulans. 
4.7.10 Příprava kultivačního bezuhlíkatého média 
Příprava jako u Aureobasidium pullulans. 
4.7.11 Příprava kultivačního média s přídavkem 1 % slámy 
Příprava jako u Aureobasidium pullulans. 
4.8 Pracovní postupy při provádění jednotlivých metod pro neznámé 
mikroorganismy 
4.8.1 Optimalizace podmínek růstu neznámých mikroorganismů 
Růst neznámých mikroorganismů se pozoroval na různých typech médií:  
- v Erlenmayerových baňkách s  glukosovým médiem 
- v Erlenmayerových baňkách s bezuhlíkatým médiem 
- na Petriho miskách s glukosovým médiem se slámou 
- na Petriho miskách s bezuhlíkatým médiem se slámou. 
Erlenmayerovy baňky (250 ml) se 100 ml bezuhlíkatého nebo glukosového média 
se zaočkovaly všemi třemi neznámými mikroorganismy. NM A a B se naočkovaly na Petriho 
misky s glukosovým  médiem se slámou. NM C se naočkoval na Petriho misku 
s bezuhlíkatým médiem se slámou. Baňky se kultivovaly dvěma způsoby: stacionárně 
v termostatu při 27°C a submerzně na třepačce při pokojové teplotě. Petriho misky jen 
stacionárně v termostatu při 27°C. V určitých časových intervalech se zaznamenával růst. 
4.8.2 Stanovení množství bílkovin Biuretovou metodou 
Postup jako u Aureobasidium pullulans. 
4.8.3 Stanovení aktivity lakasy pomocí substrátu ABTS 
Stanovení aktivity lakasy se provedlo v supernatantu i sedimentu. Jako substrát se použil 
1 mM roztok ABTS. 
Stanovení aktivity v supernatantu 
Z Erlenmayerovy baňky s kultivační směsí se odebral 1 ml supernatantu 
do mikrozkumavky a 2 ml do zkumavky. Tato zkumavka se nechala 5 minut povařit a obsah 
se dal též do mikrozkumavky – slepý vzorek. Mikrozkumavky se centrovaly 5 min (15 000 
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ot/min, 4°C). Do kyvety se napipetovalo 600 μl enzymového extraktu, 300 μl 
sodno-octanového pufru a 100 μl substrátu ABTS. Změřila se absorbance na spektrofotometru 
při 420 nm proti slepému vzorku.  
Stanovení aktivity v sedimentu 
Supernatant se od sedimentu oddělil filtrací za sníženého tlaku. K sedimentu se přidalo 
2,4 ml sodno-octanového pufru a 0,8 ml substrátu ABTS. Směs se nechala 1 hodinu třepat 
při intenzitě 320. Poté se polovina suspenze dala do mikrozkumavky. Druhá polovina 
do zkumavky, která se nechala 5 minut povařit – slepý vzorek. Vše se centrovalo 5 min 
(15 000 ot/min, 4°C). Změřila se absorbance na spektrofotometru při 420 nm proti slepému 
vzorku. 
4.8.4 Stanovení aktivity lakasy pomocí substrátu guaiacolu 
Stanovení aktivity lakasy se provedlo v supernatantu i sedimentu. Jako substrát se použil 
2 mM roztok guaiacolu. 
Stanovení aktivity v supernatantu 
Z Erlenmayerovy baňky s kultivační směsí se odebral 1 ml supernatantu 
do mikrozkumavky a 2 ml do zkumavky. Tato zkumavka se nechala 5 minut povařit a obsah 
se dal též do mikrozkumavky – slepý vzorek. Mikrozkumavky se centrovaly (15 000 ot/min, 
4°C). Do kyvety se napipetovalo 100 μl enzymového extraktu, 1,9 ml 10 mM 
sodno-octanového pufru a 500 μl guaiacolu. Směs se nechala v kyvetě inkubovat 2 hodiny 
při laboratorní teplotě. Měřila se absorbance na spektrofotometru při 450 nm proti slepému 
vzorku.  
Stanovení aktivity v sedimentu 
Filtrací za sníženého tlaku se oddělil sediment od supernatantu. K sedimentu se přidalo 
3,8 ml 10 mM sodno-octanového pufru a 1 ml guaiacolu. Směs se nechala 1 hodinu třepat 
při intenzitě 320. Poté se polovina suspenze dala do mikrozkumavky. A druhá polovina 
do zkumavky, která se dala 5 minut povařit – slepý vzorek. Centrovalo se 5 min 
(15 000 ot/min, 4°C). Směs se převedla do kyvety a nechala 2 hodiny inkubovat 
při laboratorní teplotě. Následně se změřila absorbance při 450 nm proti slepému vzorku.  
4.8.5 Stanovení redukujících sacharidů podle Somogyiho a Nelsona 
Do zkumavek se napipetovalo po 0,5 ml Somogyiho činidla (I + II v poměru 4:1) a přidalo 
se 0,5 ml supernatantu. Zkumavka s blankem obsahovala místo kultivačního média 0,5 ml 
destilované vody. Zkumavky se 10 minut povařily ve vodní lázni a následně ochladily 
na laboratorní teplotu. Přidalo se 0,5 ml Nelsonova roztoku (činidlo III) a poté 3,5 ml 
destilované vody. Zkumavky se dobře promíchaly. Absorbance se měřila na spektrofotometru 
proti blanku při 530 nm. 
4.8.6 Stanovení specifické celulytické aktivity 
Stanovení celulolytické aktivity se provedlo v supernatantu i sedimentu. Jako substrát 
se použil 1% roztok karboxymethylcelulosy (CMC) v octanovém tlumivém roztoku (pH 5,4). 
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Stanovení celulolytické aktivity v supernatantu 
Do zkumavky se napipetoval 1 ml substrátu a 1 ml supernatantu z kultivační suspenze. 
Ihned po smíchání se odpipetovalo 0,5 ml do předem připravených zkumavek s 0,5 ml směsi 
Shomogyiho činidla (I + II v poměru 4:1). Tato zkumavka (měření v čase nula) byla použita 
jako slepý vzorek. Po hodině se ze směsi substrátu a supernatantu odebralo 0,5 ml 
do zkumavky se směsí Shomogyiho činidla. Všechny zkumavky se 10 minut povařily a poté 
se daly do ledničky. Po 24 hodinách se ze směsi substrátu a supernatantu odebralo 0,5 ml 
do zkumavky se směsí Shomogyiho činidla a vzorek se 10 minut povařil. Následně 
se do všech zkumavek, i do těch z ledničky z předešlého dne, přidalo 0,5 ml Nelsonova 
roztoku a 3,5 ml destilované vody. Měřila se absorbance na spektrofotometru při 530 nm proti 
slepému vzorku. 
Stanovení celulolytické aktivity v sedimentu 
Supernatant se od sedimentu oddělil filtrací za sníženého tlaku. Sediment 
se rozsuspendoval 4 ml destilované vody a z něj se odpipetovaly 2 ml do zkumavky, která 
obsahovala 2 ml karboxymethylcelulosy. Ihned po smíchání se odpipetovalo 0,5 ml směsi 
enzymu a substrátu do předem připravených zkumavek s 0,5 ml směsi Shomogyiho činidla 
(I + II v poměru 4:1). Tato zkumavka byla použita jako slepý vzorek. Po hodině se ze směsi 
substrátu a supernatantu odebralo 0,5 ml do zkumavky se směsí Shomogyiho činidla. 
Všechny zkumavky se 10 minut povařily a daly se do ledničky. Po 24 hodinách se ze směsi 
substrátu a supernatantu odebralo 0,5 ml do zkumavky se směsí Shomogyiho činidla a vzorek 
se 10 minut povařil. Poté se do všech zkumavek, i do těch z ledničky z předešlého dne, 
přidalo 0,5 ml Nelsonova roztoku a 3,5 ml destilované vody. Měřila se absorbance 
na spektrofotometru při 530 nm proti slepému vzorku. 
4.8.7 Stanovení specifické aktivity polygalakturonás 
Stanovení polygalakturonasové aktivity se provedlo v supernatantu i sedimentu 
při laboratorní teplotě. Jako substrát se použil 0,5 % roztok pektanu sodného v octanovém 
tlumivém roztoku (pH 4,2). 
Stanovení specifické aktivity polygalakturonás v supernatantu 
K 1 ml roztoku substrátu se  přidal 1 ml supernatantu. Z reakční směsi se v časových 
intervalech 0, 60 minut a 24 hodin odebralo 0,5 ml směsi do předem připravených zkumavek 
s 0,5 ml směsi Somogyiho činidla (I + II v poměru 4:1). Po druhém odběru vzorku se oba 
vzorky povařily a daly do ledničky. Třetí vzorek se odebral po 24 hodinách, 10 minut povařil 
a zchladil na laboratorní teplotu. Poté se do všech zkumavek, i do těch z ledničky, přidalo 
po 0,5 ml Nelsonova činidla a 3,5 ml destilované vody. Obsah všech zkumavek 
se spektrofotometricky měřil proti blanku při 530 nm. Blank je zkumavka v čase nula. 
Stanovení specifické aktivity polygalakturonás v sedimentu 
K 1 ml roztoku substrátu se přidal 1 ml sedimentu. Z reakční směsi se v časových 
intervalech 0, 60 minut a 24 hodin odebralo 0,5 ml směsi do předem připravených zkumavek 
s 0,5 ml směsi Somogyiho činidla (I + II v poměru 4:1). Po druhém odběru vzorku se oba 
vzorky povařily a daly do ledničky. Třetí vzorek se odebral po 24 hodinách, 10 minut 
se povařil a zchladil na laboratorní teplotu. Poté se do všech zkumavek, i do těch z ledničky, 
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přidalo po 0,5 ml Nelsonova činidla a 3,5 ml destilované vody. Obsah všech zkumavek 
se spektrofotometricky měřil proti blanku při 530 nm. Blank je zkumavka v čase nula. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
Kapitola Výsledky a diskuze je rozdělena do dvou podkapitol. První podkapitola má název 
Aureobasidium pullulans. Z literání rešerše vyplývá, že mikroskopické houby produkují 
průmyslově významné enzymy, jako jsou např. nespecifické oxidureduktasy, pektinasy, resp. 
celulasy. V diplomové práci se ověřovala možnost využití houby  Aureobasidium pullulans 
pro  produkci lakasy. Jako zdroj uhliku do živného media byla použita pšeničná sláma. 
Kapitola dále obsahuje popis optimalizace podmínek růstu tohoto mikroorganismu, stanovení 
množství bílkovin a zákalu, sledování aktivity lakasy. Druhou kapitolou jsou Neznámé 
mikroorganismy. V průběhu testování Aureobasidium pullulans se Petriho misky 
kontaminovaly neznámými mikroorganismy, které se taktéž následně podrobily zkoumání 
z pohledu produkce výše uvedených enzymů.    
5.1 Aureobasidium pullulans 
Na testování byl vybrán kmen Aureobasidium pullulans, získaný z České sbírky 
mikroorganismů, Masarykovy university Brno. Nejdříve se u něj ověřovaly způsoby přípravy 
inokula na  mediích s různým zdrojem uhlíku, a to za účelem optimalizace podmínek pro 
produkci lakasy. Následně se pak testovaly dva způsoby kultivace  (povrchová a submerzní) 
tohoto mikroorganismu na pšeničné slámě a jejich vliv na produkci lakasy.          
5.1.1 Optimalizace podmínek růstu Aureobasidium pullulans 
Optimalizovaly se podmínky, za kterých Aureobasidium pullulans nejlépe poroste.  
Kultivace se prováděla na 5 různých médiích v Petriho miskách a Erlenmayerových 
baňkách: 
- na Petriho miskách s glukosovým médiem 
- na Petriho miskách s glukosovým médiem se slámou 
- na Petriho miskách s bezuhlíkatým médiem se slámou 
- v Erlenmayerových baňkách s tekutým glukosovým médiem se slámou  
- v Erlenmayerových baňkách s bezuhlíkatým tekutým médiem se slámou.  
Očkovalo se  třemi způsoby: 
- kličkou  
- přelivem  
- čtverečky (viz. kapitola Materiál a metody 4.6.1).  
Kultivace se prováděla v termostatu jednak při teplotě 27°C a také při 32°C. Růst 
se zaznamenával v průběhu 14 dnů, a to 3., 5., 7., 10., 12. a 14. den, po 14. dnu zůstával 
nárůst konstantní. Nárůst mikroorganismu byl sledován a vizuálně posouzen. 
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Nárůst Aureobasidium pullulans byl primárně zaznamenán na Petriho miskách 
s glukosovým médiem, které bylo zdrojem uhlíku, tabulky č. 5.1 a 5.2. Také byla pro něj 
výhodnější teplota 27°C, jelikož při 32°C docházelo od 10. dne k vysychání média na Petriho 
miskách. A to i přesto, že v Petriho miskách byla připravena dostatečně silná vrstva média 
a současně docházelo ke zvlhčování vzduchu v termostatu.  
Nejdříve a nejlépe narostla kultura Aureobasidium pullulans po naočkování přelivem. 
Na Petriho misce s glukosovým médiem při očkování kličkou kultura nenarostla. První nárůst 
na Petriho miskách s glukosovým médiem se slámou i s bezuhlíkatým médiem se slámou byl 
pozorován 7. den a největší nárůst začal 10. den. Po 10. dni na Petriho misce s bezuhlíkatým 
médiem se slámou se už růst neměnil. Na Petriho misce s glukosovým médiem se slámou 
se 12. den objevil bílý povlak, protože došlo ke kontaminaci a kontaminující 
mikroorganismus byl také testován a výsledky jsou uvedeny v kapitole 5.2. 
Při očkování přelivem největší nárůst zaznamenán 7. den po naočkování, a to jak 
v glukosovém médiu se slámou, tak i  bez slámy. Při stejném způsobu očkování, ale v případě 
bezuhlíkatého média, byl největší nárůst zaznamenán 10. den. 12. den se na Petriho misce 
s glukosovým médiem se slámou a na Petriho misce s bezuhlíkatým médiem se slámou 
objevil bílý povlak (viz. Tab. č. 5.1), začal tam růst jiný mikroorganismus než Aureobasidium 
pullulans, kterým se dále zabývám v kapitole 5.2. 
Při očkování čtverečky byl pozorován masivnější nárůst jen na bezuhlíkatém médiu 
se slámou až 10. den. Na glukosovém médiu se slámou i bez slámy mikroorganismus začal 
růst 5. den, ale byl zaznamenán jen mírný nárůst. 
V tekutých půdách se růst v sledovaném časovém intervalu neprokázal.  
V tabulce č. 5.2 jsou výsledky optimalizace růstu při 32°C. Při této teplotě byl první nárůst 
zaznamenán hned 3. den, ale kromě Petriho misky s bezuhlíkatým médiem naočkovanou 
čtverečky se žádný větší nárůst neobjevil. Petriho misky, kde byla menší vrstva agarového 
média začaly 10. den vysychat. Teplota 32°C pro mikroorganismus  Aureobasidium pullulans 
nebyla optimální.  
Na Petriho misce s glukosovým médiem se slámou při naočkování kličkou nebyl nárůst 
zaznamenán. Na Petriho misce s glukosovým médiem a také na Petriho misce s bezuhlíkatým 
médiem se slámou naočkované kličkou se objevil nárůst hned 3. den, ale větší nárůst nebyl 
další dny patrný, kultura Aureobasidium pullulans byla jen mírně narostlá po celý časový 
interval sledování. 
Při očkování přelivem na všech pevných půdách, a to na glukosovém médiu 
bez i se slámou a na bezuhlíkatém médiu se slámou začala kultura narůstat 3. den a po celou 
dobu byl zaznamenán pouze mírný nárůst. Na Petriho misce s glukosovým médiem se slámou 
naočkované přelivem se 10. den růstu objevily černé kolonie. Došlo ke kontaminaci a nárůstu 
jiného mikroorganismu, jehož vlastnosti byly sledovány a jsou popsány v kapitole 5.2. 
Po naočkování čtverečky kultura začala růst 7. den na všech třech pevných půdách. Tento 
mírný nárůst byl po sledovaný časový interval na Petriho misce s glukosovým médiem 
bez slámy i se slámou. Největší nárůst byl 10. den na Petriho misce s bezuhlíkatým médiem 
se slámou. 
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Tabulka č. 5.1: Optimalizace růstu Aureobasidium pullulans při 27°C 
Čas 
[den] 
Typ 
očkování 
PM 
s glukosovým 
médiem 
PM 
s glukosovým 
médiem 
se slámou 
PM 
s bezuhlíkatým 
médiem 
se slámou 
Erlen. baňka 
s glukosovým 
médiem 
se slámou 
Erlen. baňka 
s bezuhlíkatým 
médiem 
se slámou 
kličkou 0 0 0 0 0 
přelivem + + 0 0 0 3 
čtverečky 0 0 0 0 0 
kličkou 0 0 0 0 0 
přelivem + + + 0 0 5 
čtverečky + + + 0 0 
kličkou 0 + + 0 0 
přelivem ++ ++ + 0 0 7 
čtverečky + + + 0 0 
kličkou 0 ++ ++ 0 0 
přelivem ++ ++ ++ 0 0 10 
čtverečky + + ++ 0 0 
kličkou 0 ++BV ++ 0 0 
přelivem ++ ++BV ++BV 0 0 12 
čtverečky + + ++ 0 0 
kličkou 0 ++BV + 0 0 
přelivem ++ ++BV ++BV 0 0 14 
čtverečky + + ++ 0 0 
kvantitativní nárůst byl hodnocen vizuálně: 
0 – nebyl zaznamenán žádný nárůst 
+ - mírný nárůst 
++ - střední nárůst 
+++ - masivní nárůst 
BV – bílý povlak         
PM – Petriho miska 
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Tabulka č. 5.2:  Optimalizace růstu  Aureobasidium pullulans při 32°C 
Čas 
[den] 
Typ 
očkování 
PM 
s glukosovým 
médiem 
PM 
s glukosovým 
médiem se 
slámou 
PM 
s bezuhlíkatým 
médiem 
se slámou 
Erlen. baňka 
s glukosovým 
médiem 
se slámou 
Erlen. baňka 
s bezuhlíkatým 
médiem 
se slámou 
kličkou + 0 + 0 0 
přelivem + + + 0 0 3 
čtverečky 0 0 0 0 0 
kličkou + 0 + 0 0 
přelivem + + + 0 0 5 
čtverečky 0 0 0 0 0 
kličkou + 0 + 0 0 
přelivem + + + 0 0 7 
čtverečky + + + 0 0 
kličkou + S. + 0 0 
přelivem + Č. S. 0 0 10 
čtverečky + + ++ 0 0 
kličkou + S. + 0 0 
přelivem + Č. S. 0 0 12 
čtverečky + + ++ 0 0 
kličkou + S. + 0 0 
přelivem S. Č. S. 0 0 14 
čtverečky + S. ++ 0 0 
kvantitativní nárůst byl hodnocen vizuálně: 
0 – nebyl zaznamenán žádný nárůst 
+ - mírný nárůst 
++ - střední nárůst 
+++ - masivní nárůst 
Č – černé kolonie 
PM – Petriho miska 
S – vyschnutí agarové půdy v Petriho miskách 
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Bylo zjištěno, že Aureobasidium pullulans roste lépe při teplotě 27°C než při 32°C. 
Nejlepší způsob očkování byl přelivem, o něco méně výhodné bylo očkování kličkou. 
V některých Petriho miskách došlo ke kontaminaci a objevily se bílé povlaky nebo černé 
kolonie. Tyto mikroorganismy se následně přeočkovaly a zjišťovalo se, o jaký druh se jedná. 
Neznámé mikroorganismy velmi dobře narostly, byl předpoklad, že i tyto mikroorganismy 
budou využívat slámu jako zdroj uhlíku, a proto se s nimi v další části práce prováděly 
obdobné experimenty, jako s Aureobasidium pullulans a výsledky jsou porovnány v závěru. 
5.1.2 Porovnání submerzní a povrchové kultivace na základě měření zákalu  
Kultura se naočkovala do dvou Erlenmayerových baněk (250 ml) se 100 ml glukosového 
média. Jedna baňka se inkubovala povrchově v termostatu při 27°C a druhá submerzně 
na třepačce v alobalu při pokojové teplotě. V časových intervalech - 4, 7, 24, 28, 48, 61, 96 
hodin  se odebíraly vzorky a měřila se absorbance při vlnové délce 620 nm. Postup je popsán 
v kapitole 4.6.2. 
 
Jak vyplývá z grafu č. 5.1, není téměř rozdíl mezi submerzní a povrchovou kultivací. 
Pomocí tohoto měření se dokázalo, že v glukosovém médiu dochází k postupnému nárůstu 
daného mikroorganismu, a to bez ohledu na  způsobu kultivace.  
Graf č. 5.1: Stanovení růstové křivky pomocí zákalu u submerzní a povrchové kultivace 
v glukosovém médiu (viz. Příloha č. 10.1) 
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5.1.3 Porovnání submerzní a povrchové kulivace na základě měření množství bílkovin 
Biuretovou reakcí 
Biuretovou reakcí se stanoví rozpustné bílkoviny. Princip tohoto stanovení spočívá v tom, 
že se alkalickou hydrolýzou uvolní rozpustné bílkoviny do roztoku, v němž se následně 
detekují Biuretovou reakcí. Tato reakce je založena na tvorbě komplexů měďnatých kationtů 
s polypeptidickými řetězci bílkovin, za kterou jsou odpovědny peptidické vazby. Intenzita 
zbarvení je úměrná počtu peptidických vazeb. 
Měřila se absorbance vzorku při vlnové délce 550 nm proti slepému vzorku. Postup měření 
viz. kapitola Materiál a metody 4.6.3. 
Biuretovou reakcí se dokázalo, že při kultivaci v glukosovém médiu, a to jak submerzně 
tak i povrchově, se bílkoviny tvoří ve velkém množství, graf č. 5.2. Nejvyšší hodnota 
absorbance u povrchové kultivace byla v čase 7 a 48 hodin, kdy hodnota dosahuje absorbanci 
okolo 0,740. U submerzní kultivace byly v průběhu měření hodnoty absorbance přibližně 
o 35 % vyšší oproti povrchové kultivaci, jen v čase 48 h. byla submerzní kultivace o 100 % 
vyšší.  
Graf č. 5.2: Stanovení množství bílkovin Aureobasidium pullulans Biuretovou reakcí 
u submerzní a povrchové kultivace v glukosovém médiu (viz. Příloha č. 10.2) 
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Když se ale do glukosového média přidala sláma, množství bílkovin se snížil na absorbanci 
kolem 0,1, což je znázorněno na grafu č. 5.4. Na grafu č. 5.3 je porovnání Biuretovy reakce 
v médiu s glukosovým médiem bez a se slámou. Zde je vidět, že bílkoviny v samotném 
glukosovém médiu byly Biuretovou reakcí prokázány, ale v glukosovém médiu se slámou 
byly bílkoviny jen v malém množství. 
 
Graf č. 5.3: Stanovení množství bílkovin Aureobasidium pullulans Biuretovou reakcí 
u povrchové kultivace v glukosovém médiu se slámou a bez slámy (viz. Příloha č. 10. 2 a 10.3) 
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 47
Graf č. 5.4: Stanovení množství bílkovin Aureobasidium pullulans Biuretovou reakcí 
u povrchové kultivace v glukosovém médiu se slámou (viz. Příloha č. 10. 3) 
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5.1.4 Stanovení aktivity lakasy produkované Aureobasidium pullulans 
Aktivita lakasy Aureobasidium pullulans se stanovila na substrát ABTS (2,2´-azino-bis-[3-
etylbenzothiazolin-6-kyselina sulfonová]). Mezi nejčasteji používané substráty pro důkaz 
lakasy patří ABTS, 2,6-dimetoxyfenol (DMP), guaiacol a syringaldazin [3, 15]. 
Aktivita tohoto enzymu se sledovala při kultivaci na třech různých médiích: 
- v glukosovém médiu  
- v glukosovém médiu se slámou   
- na šikmém sladinovém agaru a dále na šikmém bezuhlíkatém agaru se slámou.  
Aureobasidium pullulans se kultivovala 4 dny na šikmém sladinovém agaru a poté 
se naočkovala do dvou Erlenmayerových baněk (250 ml) se 100 ml glukosového média.  
Jedna baňka se kultivovala povrchově v termostatu při 27°C, druhá submerzně zabalená 
v alobalu na třepačce při pokojové teplotě. Vzorky se odebíraly v časových intervalech - 4, 7, 
24, 28, 48, 61, 96 hodin. Postup viz. kapitola Materiál a metody 4.6.4.1. Měřila se absorbance 
vzorku při vlnové délce 420 nm. 
Z tabulky č. 5.3 vyplývá, že aktivita lakasy u submerzní i povrchové kultivace 
v glukosovém médiu je téměř nulová, Aureobasidium pullulans za těchto podmínek aktivitu 
lakasy neprokazuje.  
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Tabulka č. 5.3: Stanovení aktivity lakasy Aureobasidium pullulans pomocí substrátu ABTS 
u submerzní a povrchové kultivace v glukosovém médiu 
Čas [h] 
Submerzní kultivace 
A420 
Povrchová kultivace 
A420 
4 0,000 0,000 
7 0,000 0,000 
24 0,101 0,000 
28 0,052 0,056 
48 0,000 0,003 
61 0,000 0,000 
96 0,000 0,000 
 
V druhém případě se měřila aktivita lakasy v Erlenmayerových baňkách (50 ml)  
s glukosovým médiem se slámou. Těchto 30 Erlenmayerových baněk se kultivovalo 
povrchově v termostatu při 27°C. V pravidelných intervalech -  2., 4., 6., 9., 11., 14., 16., 18., 
21., 23. den se tři Erlenmayerovy baňky extrahovaly 6 ml destilované vody po dobu jedné 
hodiny na třepačce. U všech tří baněk se  měřila aktivita lakasy pomocí substrátu ABTS 
v supernatantu a v sedimentu (slámě). Byla tedy provedena tři paralelní měření. Po odsátí 
supernatantu z baněk se k sedimentu přidal sodno-octanový pufr a substrát ABTS. 
Poté se baňky nechaly opět třepat. První Erlenmayerova baňka se třepala pět minut, druhá 
hodinu a třetí 24 hodin a provedlo se měření aktivity. Podrobný postup viz. kapitola Materiál 
a metody 4.6.5.2.  
Cílem daného experimentu bylo porovnat, zda-li se aktivita lakasy mění v závislosti 
na době reakce se substrátem, a jaký je rozdíl hodnot v supernatantu a v sedimentu. Je totiž 
možné, že se daný mikroorganismus váže na slámu, což by způsobilo snížení hodnot aktivity 
měřené v supernatantu. 
Aktivita lakasy u Aureobasidium pullulans se však neprokázala ani v supernatantu, 
ani v sedimentu, což vyplývá z tabulky č. 5.4 a 5.5. 
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Tabulka č. 5.4: Stanovení aktivity lakasy v sedimentu pomocí substrátu ABTS v glukosovém médiu 
se slámou po inkubaci – 5 min., 1 h., 24 h. 
Čas [den] Doba inkubace Vzorek A420 
5 min 0,000 
1 h 0,056 2 
1 den 0,082 
5 min 0,000 
1 h 0,000 4 
1 den 0,000 
5 min 0,025 
1 h 0,000 6 
1 den 0,000 
5 min 0,000 
1 h 0,086 9 
1 den 0,000 
5 min 0,000 
1 h 0,000 11 
3 den 0,000 
5 min 0,000 
1 h 0,000 14 
1 den 0,000 
5 min 0,000 
1 h 0,000 16 
1 den 0,000 
5 min 0,277 
1 h 0,000 18 
3 dny 0,000 
5 min 0,000 
1 h 0,000 21 
1 den 0,000 
5 min 0,000 
1 h 0,000 23 
1 den 0,000 
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Tabulka č. 5.5: Stanovení aktivity lakasy v supernatantu pomocí substrátu ABTS v glukosovém médiu 
se slámou 
Čas [den] Vzorek 1 A420 Vzorek 2 A420 Vzorek 3 A420 Průměr A420 
2 0,000 0,000 0,000 0,000 
4 0,000 0,000 0,000 0,000 
6 0,075 0,092 0,081 0,072 
9 0,000 0,000 0,000 0,000 
11 0,000 0,000 0,070 0,023 
14 0,037 0,000 0,000 0,012 
16 0,029 0,019 0,000 0,016 
18 0,053 0,000 0,000 0,017 
21 0,000 0,005 0,000 0,002 
23 0,077 0,000 0,000 0,025 
24 0,026 0,000 0,044 0,023 
 
Z tabulky č. 5.4 vyplývá, že absorbance se výrazně nemění v časovém intervalu. Naměřená 
absorbance má téměř stejnou hodnotu po 5 minutách, 1 hodině i po 24 hodinách, tj. aktivita 
lakasy nezávisí na době kontaktu se substrátem. 
 
Třetí měření aktivity lakasy Aureobasidium pullulans pomocí substrátu ABTS po kultivaci  
- na šikmém sladinovém agaru  
- na šikmém bezuhlíkatém agaru se slámou.  
V určitých intervalech se měřila aktivita lakasy pomocí substrátu ABTS. Do zkumavky 
s narostlým Auerobasidiem pullulans se daly 3 ml destilované vody a rozsuspendováním 
se převedla kultura do vody. Suspenze se rozdělila na poloviny. Jedna polovina se dala 
na povaření jako vzorek slepý, druhá se použila jako vzorek. Postup viz. kapitola Materiál 
a metody 4.6.5.2.  
Nepodařila se prokázat aktivita lakasy, ani v případě že se Aureobasidium pullulans 
kultivoval na šikmém sladinovém agaru, což je znázorněno v tabulce č. 5.6, a též ani 
při kultivaci na šikmém bezuhlíkatém médiu se slámou. 
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Tabulka  č. 5.6: Stanovení aktivity lakasy pomocí substrátu ABTS na šikmém sladinovém 
a bezuhlíkatém agaru  
Sladinový agar 
Bezuhlíkatý agar 
Čas [den] 
Vzorek 1  A420 Vzorek 2  A420  Průměr A420 A420 
2 0,000 0,000 0,000  
4 0,000 0,000 0,000  
6 0,000 0,000 0,000 0,061 
8 0,000 0,000 0,000 0,003 
12 0,000 0,000 0,000 0,015 
14 0,000 0,000 0,000 0,005 
16 0,000 0,000 0,000  
18 0,000 0,000 0,000 0,000 
20 0,000 0,000 0,000 0,005 
5.2 Neznámé mikroorganismy 
Při optimalizaci podmínek růstu Aureobasidium pullulans byly Petriho misky 
s glukosovým médiem se slámou a miska s bezuhlíkatým médiem se slámou kontaminovány. 
Tyto mikroorganismy vykazovaly dobrý nárůst na daných kultivačních médiích, a proto 
se předpokládalo, že by mohly využívat slámu jako zdroj uhlíku popřípadě vykazovat 
oxidoreduktasovou aktivitu. Proto se zopakovaly experimenty s použitím těchto 
mikroorganismů.  
Přeočkovaly se na Petriho misky se stejným typem média, na kterých nám původně 
narostly a dále se naočkovaly do Erlenmayerových baněk s glukosovým a bezuhlíkatým 
médiem a sledoval se jejich růst.  
Zjistilo se, že lakasovou aktivitu prokazuje jen neznámý mikroorganismus A, a proto 
se další experimenty prováděly jen s tímto mikroorganismem. Aktivita lakasy se stanovila 
substráty - ABTS a guaiacol. Dále se stanovila celulolytická aktivita a polygalakturonasová 
aktivita v supernatantu a sedimentu, rozpustné bílkoviny Biuretovou reakcí a provedlo 
se stanovení redukujích sacharidů podle Somogyiho a Nelsona. 
5.2.1 Optimalizace podmínek růstu NM 
Mikroorganismy se naočkovaly: 
- do Erlenmayerových baněk s glukosovým médiem 
- do Erlenmayerových baněk s bezuhlíkatým médiem 
- na Petriho misky. 
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Očkování na Petriho misky se provádělo na média, na kterých neznámé mikroorganismy 
při optimalizaci růstu Aureobasidium pullulans narostly (viz. kapitola 4.1.1). 
Mikroorganismus A a B byly naočkovány na Petriho misky s glukosovým médiem se slámou, 
neznámý mikroorganismus C se naočkoval na Petriho misku s bezuhlíkatým médiem 
se slámou. 
Baňky se kultivovaly stacionárně v termostatu při 27°C a submerzně na třepačce 
při pokojové teplotě, Petriho misky stacionárně v termostatu při 27°C. V určitých časových 
intervalech byl vizuálně posouzen nárůst, tabulky č. 5.7 a 5.8. 
V tabulce č. 5.7 je kromě nárůstu mikroorganismů také zaznamenám nárůst 
mikroorganismů na Petriho miskách. Mikroorganismy A a  B vykazovaly narůst na Petriho 
miskách s glukosovým médiem se slámou i bez slámy, mikroorganismus C na bezuhlíkatém 
médiu se slámou. 
Mikroorganismus B v tekutých půdách nenarostl vůbec. Mikroorganismy A a C 
v glukosovém médiu začaly růst 4. den po naočkování a 13. den se zaznamenal střední nárůst. 
Po zbytek měření již pak mikroorganismus nerostl. Mikroorganismus C se 15. den 
kontaminoval, na hladině se objevily černé tečky. 
Na bezuhlíkatém tekutém médiu mikroorganismus A začal růst 4. den a hned 6. den byl 
pozorován střední nárůst, který trval do 14. dne. Od 15. dne byl na hladině pozorován bílý 
povlak. U mikroorganismu C v bezuhlíkatém médiu byl první růst zaznamenán 6. den, 
11. den byl „slizový útvar“ hustší. Od 13. dne byl „slizový útvar“ nejhustší a na povrchu 
hladiny se objevil bílý povlak, který měl silnější vrstvu než u mikroorganismu A.  
Při porovnání mikroorganismů A a C v glukosovém a bezuhlíkatém médiu 
mikroorganismus C vykazoval větší růst než mikroorganismus A. V bezuhlíkatém médiu oba 
mikroorganismy rostly lépe, než v glukosovém médiu. 
 
V tabulce č. 5.8 je zaznamenán nárůst mikroorganismů v glukosovém a bezuhlíkatém 
tekutém médiu při submerzní kultivaci. V glukosovém médiu mikroorganismus A začal růst 
4. den a střední nárůst byl od 14. dne. U mikroorganismu C po vizuálním pozorování byl 
zaznamenán nárůst už 2. den, od 6. do 11. dne byl střední nárůst, a masivní nárůst nastal 
od 14. dne. V bezuhlíkatém médiu byl růst obou mikroorganismů téměř stejný jako 
v glukosovém médiu. 
Při povrchové kultivaci nebyl rozdíl mezi růstem mikroorganismů v glukosovém nebo 
bezuhlíkatém médiu. V obou mediích lépe narostl mikroorganismus C než mikroorganismus 
A. Mikroorganismus B nenarostl v glukosovém ani v bezuhlíkatém médiu. 
Rozdíl v nárůstu mezi kultivací povrchovou a submerzní je, že při povrchové kultivaci 
v tekutém médiu se vytvářely „slizové útvary“ (Obr. č. 5.3, č. 5.5) a u kultivace submerzní 
narostlé mikroorganismy vytvářely shluky, které byly při hladině, jak je vidět na obrázku 
č. 5.4 a 5.6.  
V tabulce č. 5.7 kromě nárůstu mikroorganismů, je ještě nárůst mikroorganismů na Petriho 
miskách. Mikroorganismy A a  B vykazovaly narůst na Petriho miskách s glukosovým 
médiem s a bez slámy, mikroorganismus C na bezuhlíkatém médiu se slámou. 
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Mikroorganismus B na Petriho misce rostl od 4. dne, 13. den začal šedivět a po 18. dni celé 
médium porostlo černými koloniemi, které prorůstaly i do média. Mikroorganismy A a C jsou 
bílé barvy. Mikroorganismus A na Petriho misce tvoří bílá vzdušná vlákna (Obr. č. 5.1), 
mikroorganismus C vytvářel bílý hutný povlak, který můžeme vidět na obrázku č. 5.2. 
Mikroorganismus A začal růst 4. den, a největší nárůst se pozoroval od 11. dne, kde byla 
porostlá celá Petriho miska. U mikroorganismu C se růst objevil 4. den a masivní nárůst byl 
od 13. dne po naočkování.  
Tabulka č. 5.7: Sledování růstu neznámých mikroorganismů na různých půdách – povrchová 
kultivace  
Petriho misky 
Erlenmayerovy baňky 
s glukosovým médiem 
Erlenmayerovy baňky 
s bezuhlíkatým médium Glukosové 
médium se slámou 
Bezuhlíkaté 
médium 
se slámou 
Čas 
[den] 
NM A NM B NM C NM A NM B NM C NM A NM B NM C 
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
4 + 0 + + 0 0 + + + 
6 + 0 + ++ 0 + ++ + + 
8 + 0 + ++ 0 + ++ ++ ++ 
11 + 0 + ++ 0 ++ +++ ++ ++ 
13 ++ 0 ++ ++ 0 +++ BΒ +++ ++ Š +++ 
15 ++ 0 Kont. ++ B 0 +++ BΒ +++ ++ Š +++ 
18 ++ 0 Kont. ++ B 0 +++ BΒ +++ ++ Č +++ 
20 ++ 0 Kont. ++ B 0 +++ BΒ +++ ++ Č +++ 
kvantitativní nárůst byl hodnocen vizuálně: 
0 – nebyl zaznamenán žádný nárůst 
+ - mírný nárůst 
++ - střední nárůst 
+++ - masivní nárůst 
Kont.- kontaminováno – černé tečky 
Β – bílý povlak na povrchu hladiny 
ΒB – silný bílý povlak na povrchu hladiny 
Š – začíná šedivět 
Č- černé 
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Tabulka č. 5.8: Sledování růstu neznámých mikroorganismů na různých půdách – submerzní 
kultivace 
Erlenmayerovy baňky s glukosovým médiem 
Erlenmayerovy baňky s bezuhlíkatým 
médiem 
Čas 
[den] 
NM A NM B NM C NM A NM B NM C 
2 0 0 + 0 0 + 
4 + 0 + + 0 + 
6 + 0 ++ + 0 ++ 
9 + 0 ++ + 0 ++ 
11 + 0 ++ + 0 ++ 
14 ++ 0 +++ + 0 ++ 
16 ++ 0 +++ ++ 0 +++ 
kvantitativní nárůst byl hodnocen vizuálně: 
0 – nebyl zaznamenán žádný nárůst 
+ - mírný nárůst 
++ - střední nárůst 
+++ - masivní nárůst 
Kont.- kontaminováno – černé tečky 
Β – bílý povlak na povrchu hladiny 
ΒB – silný bílý povlak na povrchu hladiny 
Š – začíná šedivět 
Č- černé 
Obrázek č. 5.1: Mikroorganismus A   Obrázek č. 5.2: Mikroorganismus B   
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Obrázek č. 5.3: Mikroorganismus A v glukosovém médiu při povrchové kultivaci 
 
Obrázek č. 5.4: Mikroorganismus C v glukosovém médiu při submerzní kultivaci 
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Obrázek č. 5.5: Mikroorganismus C v bezuhlíkatém médiu při  povrchové kultivaci  
 
 
Obrázek č. 5.6: Mikroorganismus C v bezuhlíkatém médiu při  submerzní kultivaci 
 
 
5.2.2 Stanovení aktivity lakasy pomocí substrátu ABTS u neznámých mikroorganismů 
Mikroorganismy se nechaly po dobu 7 dnů narůst na Petriho misce a naočkovaly 
se do Erlenmayerových baněk (100 ml). 
Provedlo se orientační stanovení aktivity lakasy u třech neznámých mikroorganismů, 
které byly odebrány ve třech měřeních. Vzorky se odebíraly, až když byl pouhým okem vidět 
nárůst mikroorganismu, nebo změna v jeho růstu. Porovnávala se aktivita lakasy při 
submerzní a povrchové kultivaci. 
Aktivita lakasy neznámých mikroorganismů se prováděla pomocí substrátu ABTS 
(2,2´-azino-bis-[3-etylbenzothiazolin-6-kyselina sulfonová]). Vzorky se odebíraly 
z Erlenmayerových baněk (100 ml) s bezuhlíkatým médiem se slámou. Byly kultivovány 
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dvěma způsoby, povrchově v termostatu při 27°C a submerzně na třepačce při laboratorní 
teplotě. Aktivita lakasy se měřila jak v supernatantu tak v sedimentu.  
Mikroorganismus A produkoval lakasu v supernatantu i v sedimentu přibližně 15. den 
kultivace, což je znázorněno v tabulce č. 5.9. Mikroorganismus B v Erlenmayerových 
baňkách nenarostl a lakasu neprodukoval. Médium, ve kterém nebyl pozorován žádný růst 
mikroorganismu, je označen v tabulkách znakem x ve sloupci čas. Mikroorganismus C lakasu 
neprodukoval do supernatantu, ani do sedimentu, i přestože byl v Erlenmayerových baňkách 
pozorován růst. 
Při povrchové kultivaci byla prokázána aktivita lakasy jen u mikroorganismu A. 
Tabulka č. 5.9: Stanovení aktivity lakasy pomocí substrátu ABTS u neznámých mikroorganismů 
Mikroorganismus A Mikroorganismus B Mikroorganismus C 
Čas [den] Supernatant 
A420 
Sediment A420
Supernatant 
A420 
Sediment A420
Supernatant 
A420 
Sediment A420
6 0,007 0,000 0,012 0,000 0,001 0,000 
15 1,665 1,400 0,003 0,000 0,000 0,007 
27 0,185 0,000 0,016 0,000 0,001 0,000 
 
Mikroorganismy, které se kultivovaly submerzně v některých Erlenmayerových baňkách 
nenarostly a nebyla u nich prokázána lakasová aktivita, přílohy č.  10.4 až 10.6. Médium, 
ve kterém nebyl pozorován žádný růst mikroorganismů, je v tabulkách označeno ve sloupci 
čas symbolem x. 
Při submerzní kultivaci se aktivita lakasy pomocí substrátu ABTS neprokázala u žádného 
mikroorganismu.  
Z výsledků této kapitoly jsem se dále zaměřila na mikroorganismus A. Daný 
mikroorganismus se kultivoval povrchově. Měřila se lakasová aktivita v širším časovém 
intervalu s pravidelnými odběry vzorků.  
 
5.2.3 Určení neznámých mikroorganismů 
Vzhledem k tomu, že mikroorganismus A (obr. č. 5.7) produkoval lakasu, nechali jsme jej 
určit ve sbírce mikroorganismů: Česká sbírka mikroorganismů, Masarykova Univerzita Brno, 
Fakulta věd. Tento mikroorganismus byl zařazen do třídy Basidiomycetes. 
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Obrázek č. 5.7: Mikroorganismus A, zvětšení 10 x 60 
 
 
 
Mikroorganismy B a C lakasu neprodukovaly a dle morfologických vlastností 
se domníváme, že mikroorganismus B (Obr. č. 5.8) je pravděpodobně mikroskopická plíseň 
rodu  Aspergillus. 
Vzhledem k tomu, že mikroorganismus C neprodukoval žádné fruktifikační hyfy, nelze 
pouze na základě mycelia (Obr. č. 5.9) předpokládat, o jaký mikroorganismus se jedná.  
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Obrázek č. 5.8: Mikroorganismus B, zvětšení 10 x 40 
 
Obrázek č. 5.9: Mikroorganismus C, zvětšení 10 x 60 
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5.3 Sledování produkce vybraných enzymů pomocí neznámého 
mikroorganismu A 
Jak už bylo zmíněno v kapitole 5.2 při optimalizaci podmínek Aureobasidium pullulans 
byly Petriho misky kontaminovány a u jednoho neznámého mikroorganismu byla také 
zjištěna produkce lakasy. Pšeničná sláma je lignocelulosový odpad a je snadno 
degradovatelná určitými druhy mikroorganismů (např. Aspergillus fumigatus, rod Lentinus, 
Phlebia radiata)  a to pomocí hydrolytických extracelulárních enzymů (celulasy, pektinasy, 
xylanasy) [11, 39, 92, 93]. Proto jsme prováděli i měření pektinas a celulas pro tento neznámý 
mikroorganismus. Dále se měřilo množství bílkovin a redukujících sacharidů. 
Mikroorganismus se pasážoval přes glukosový nebo sladinový agar. Tyto typy médií, 
ze kterých se mikroorganismus dále přeočkovával na bezuhlíkaté médium, kde jako zdroj 
uhlíku byla sláma, ovlivnily výsledky měření z pohledu produkce výše zmínených enzymů. 
 
5.3.1 Sledování aktivity lakasy pomocí substrátu ABTS u mikroorganismu A, 
přeočkovávaného z glukosového média 
Mikroorganismus A se naočkoval na Petriho misky s glukosovým médiem a nechal 
se 7 dní inkubovat a poté se přeočkoval do Erlenmayerových baněk (100 ml). Provádělo 
se pět paralelních měření a z nich se vypočítal průměr. Měřila se lakasová aktivita pomocí 
substrátu ABTS v supernatantu a sedimentu.  
Graf č. 5.5 vyjadřuje závislost produkce lakasové aktivity na délce kultivace 
u mikroorganismu A. Aktivita byla stanovena na substrát ABTS v supernatantu  a sedimentu. 
V supernatantu byla aktivita 6. a 9. den nulová, přičemž následující dny už byla detekována. 
Nejvyšší hodnota byla naměřena 22. den, kde absorbance dosahovala hodonoty A420 = 1,9. 
Další odběr byl realizován 25. a 28. den, kdy se aktivita stále držela nad hodnotou absorbance 
1,5 a v dalších dnech již klesala. Hodnota lakasové aktivity sedimentu se po celou dobu 
sledování pohybovala pod hodnotou absorbance 0,5. Nejvyšší hodnota je 28. den. 
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Graf č. 5.5: Sledování produkce lakasy v závislotsi na délce kultivace mikroorganismu A, 
který byl přeočkováván  ze  sladinového média (viz. Příloha č. 10. 7) 
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5.3.2 Stanovení aktivity lakasy, pektinasy a celulasy u mikroorganismu A, 
přeočkovávaného ze sladiny 
Při dalším měření se mikroorganismus A naočkoval na Petriho misky se sladinou a nechal 
se 7 dní kultivovat a poté se přeočkoval do Erlenmayerových baněk (100 ml). Provádělo 
se pět paralelních měření a z nich se vypočítal průměr. Měřila se lakasová aktivita na substrát 
ABTS a guaicol v supernatantu a sedimentu, dále celulytická a polygalakturonásová aktivita, 
redukující cukry a množství bílkovin Biuretovou metodou. 
Z tabulky č. 5. 10 vyplývá, že aktivita lakasy se neprokázala ani na substrát ABTS 
ani na guaiacol, protože hodnoty absorbance se pohybovaly v rozmezí 0,00 - 0,050. 
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Tabulka č. 5.10: Absorbance lakasové aktivity mikroorganismu A stanovené pomocí substrátu ABTS 
a guaiacolu 
ABTS Guaiacol 
Čas [den] 
Supernatant A420  Sediment  A420 Supernatant A420 Sediment   A420 
5 0,000 0,008 0,021 0,000 
10 0,009 0,000 0,008 0,006 
13 0,046 0,038 0,000 0,011 
15 0,011 0,009 0,050 0,010 
18 0,008 0,000 0,006 0,000 
20 0,012 0,000 0,011 0,005 
22 0,048 0,000 0,015 0,000 
24 0,016 0,000 0,008 0,000 
26 0,029 0,000 0,000 0,004 
32 0,000 0,000 0,000 0,051 
 
Množství bílkovin bylo po celou dobu měření pod hodnotou absorbance 0,100, viz. graf 
č.5. 6. 
Graf č. 5.6: Stanovení množství bílkovin  mikroorganismu A, přeočkovávaného ze sladinového 
agaru  (viz. Příloha č. 10.8) 
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V průběhu kultivace se sledovala celulolytická aktivita, která byla nejvyšší mezi 15. a 22. 
dnem, jak vyplývá z grafu č. 5.7. Po 24 hodinové inkubaci byla aktivita vyšší než po 1 h 
inkubování. 
Graf č. 5.7: Stanovení celulytické aktivity v supernatantu a  sedimentu u mikroorganismu A, 
přeočkovávaného ze  sladinového agaru  (viz. Příloha č. 10.9) 
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Produkce pektinas se u mikroorganismu prokázala, jak vyplývá z grafu 5.8.  
 
Graf č. 5.8: Stanovení polygalakturonasové aktivity v supernatantu a  sedimentu 
u mikroorganismu A, přeočkovávaného ze sladinového agaru (viz. Příloha č. 10.10)  
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Redukující sacharidy byly produkovány po celou dobu měření a hodnoty absorbance 
nebyly vyšší než  A530 = 0,150, graf č. 5.9.   
Graf č. 5.9: Stanovení redukujících cukrů u mikroorganismu A, přeočkovávaného 
ze sladinového agaru (viz. Příloha č. 10.11 ) 
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5.3.3 Stanovení aktivity lakasy, pektinasy a celulasy u mikroorganismu A, 
přeočkovávaného z glukosového média 
V tomto případě se inokulace produkčního média provedla mikroorganismem 
kultivovaným na glukosovém médiu. Měřila se lakasová aktivita na substrát ABTS 
a guaiacol, dále celulolytická a polygalakturonasová aktivita redukující sacharidy a množství 
bílkovin. Měření se provádělo jen po dobu 18 dnů. 
Lakasová aktivita byla prokázaná od 11. dne měření, a to na substrát ABTS (Graf č.5.10) 
i guaiacol (Graf č 5.11). Hodnoty absorbance pomocí substrátu ABTS jsou vyšší než u měření 
na substrát guaiacol. U ABTS jsou naměřené hodnoty absorbance nad hodnotou A420 = 1,000, 
kdežto u guaiacolu jsou hodnoty absorbance jen kolem A450 = 0,100. Spektrofotometrická 
reakce u ABTS byla zabarvena do sytě zelené, kdežto u guaiacolu do světle růžova.  
Prokázalo se, že záleží na druhu použitého média při pasážování, toto médium má pak vliv 
na produkci lakasy. Když bylo provedeno pasážování přes glukosové médium, 
mikroorganismus lakasu produkoval, při pasážování přes sladinu lakasa produkována nebyla. 
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Graf č. 5.10: Stanovení lakasové aktivity na substrát ABTS u mikroorganismu A, 
přeočkovaného z glukosového média (viz. Příloha č. 10.12 )  
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Graf č. 5.11: Stanovení lakasové aktivity na substrát guaiacol u mikroorganismu A, 
přeočkovaného z glukosového média (viz. Příloha č. 10.12 ) 
0,00
0,10
0,20
0,30
0,40
0,50
5 10 13 15 18
Čas [den]
A450
Supernatant Sediment
 
 67
Bílkoviny byly v malém množství v tomto měření  prokázány. Graf č. 5.12 ukazuje, 
že druh pasážování neovlivňuje  množství produkovaných bílkovin.  
Graf č. 5.12: Měření množství bílkovin – pasážování přes glukosový a sladinový agar 
(Příloha č. 10.8 a 10.13) 
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Redukující sacharidy byly naměřeny v rozmezí absorbancí A530 = 0,060 – 0,121, graf č. 5.13. 
Graf č. 5.13: Stanovení redukujících cukrů u neznámého mikroorganismu A přeočkovávaného 
z glukosového média (Příloha č. 10.16) 
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Mikroorganismus A produkoval celulytickou i polygalakturonásovou aktivitu, jak vyplývá 
z grafu č. 5.14 a 5.15. Hodnoty absorbance byly vyšší po 24 hodinové inkubaci než po 1 h 
inkubování. 
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Graf č. 5.14: Stanovení celulolytické aktivity u neznámého mikroorganismu A, 
přeočkovávaného z glukosového média (Příloha č. 10.14) 
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Graf č. 5.15: Stanovení polygalakturonasové aktivity u neznámého mikroorganismu A, 
přeočkovávaného z glukosového média (Příloha č. 10.15) 
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6 ZÁVĚR 
Při optimalizaci růstu Aureobasidium pullulans se zjistilo, že mikroorganismus nejdříve 
narůstal na Petriho miskách s glukosovým médiem, kde glukosa sloužila jako uhlíkatý zdroj. 
Nejlepší způsob očkování byl přelivem, při kterém mikroorganismus na základě vizuálního 
posouzení narůstal nejdříve a nejlépe. Pro růst tohoto mikroorganismu byla výhodnější teplota 
27°C, jelikož při 32°C docházelo od 10. dne k vysychání média na Petriho miskách. Tyto 
závěry byly v souladu s literárními údaji [26]. V Erlenmayerových baňkách s tekutými médii 
nebyl pouhým okem pozorován žádný nárůst. 
Pomocí stanovení růstové křivky A. pullulans se zjistilo, že v glukosovém médiu dochází 
k postupnému růstu daného mikroorganismu, a to bez ohledu na  podmínky kultivace. Nebyl 
téměř rozdíl mezi submerzní a povrchovou kultivací.  
Biuretovou reakcí se zjistilo, že při kultivaci v glukosovém médiu, a to jak submerzně 
tak i povrchově, se bílkoviny tvořily ve velkém množství. Ale při kultivaci na glukosovém 
médiu se slámou byly hodnoty Biuretovy reakce velmi nízké, pouze kolem hodnoty 
absorbance 0,1. 
Produkce lakasové aktivity Aureobasidium pullulans se neprokázala v glukosovém médiu 
se slámou i bez slámy v Erlenmayerových baňkách, ani na šikmých agarech. 
Z neznámých mikroorganismů při optimalizaci růstu nejlépe narostl mikroorganismus A, 
poté mikroorganismus C.  
Mikroorganismus A, patřící do třídy Basidiomycetes, prokazoval lakasovou aktivitu, a to 
už od 10. dne inkubace. Prokázala se u něj také celulytická a polygalakturonasová aktivita 
v supernatantu tak i v sedimentu, stejně jako redukující sacharidy podle Somogyiho 
a Nelsona. 
Produkce lakasy u testovaného  mikroorganismu A  byla ovlivněna zdrojem uhliku   
v živném mediu, z něhož byl mikroorganismus přeočkováván. Při přeočkovávání 
ze sladinového agaru lakasová aktivita prokázána nebyla, ale při přeočkování z glukosového 
média se aktivita lakasy prokázala. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
ABTS - 2,2´-azino-bis-(3-etylbenzothiazolin-6-kyselina sulfonová) 
B – bílý povlak na povrchu hladiny 
BB – silný bílý povlak na povrchu hladiny 
BV – bílý povlak 
CMC – karboxymetylcelulosa 
CCM - Czech Collection of Microorganisms 
Č – černá kolonie, černé 
DDT - 1,1-di(4-chlorfenyl)-2,2,2-trichloretan 
DMP – 2,6-dimetyxyfenol 
Erlen. baňka – Erlenmayerova baňka 
FAD – flavinadenin dinukleotid 
FMN – flavin mononukleotid 
HBT - 1-hydroxybenzotriazol 
HRP – křenová peroxidasa 
Kont. – kontaminováno – černé tečky 
kvantitativní nárůst byl hodnocen vizuálně: 
0 – nebyl zaznamenán žádný nárůst 
+ - mírný nárůst 
++ - střední nárůst 
+++ - masivní nárůst 
Lac – lakasa 
LiP – lignin peroxidasa 
MFO – monooxygenasy se smíšenou funkcí (mixed function oxidases) 
MnP – manganperoxidasa 
NAD+ - anion nikotinamid adenin dinukleotidu 
NADP+ - anion nikotinamid adenin dinukleotid fosfátu 
NHA - N-hydroxyacetanilid 
NM – neznámý mikroorganismus 
PAH – polycyklické aromatické uhlovodíky 
PM – Petriho miska 
S – agar v Petriho miskách seschl 
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Š – začíná šedivět 
VLA - violurová kyselina  
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10 PŘÍLOHY 
Příloha č. 10.1: Stanovení růstové křivky kvasinek pomocí zákalu (Graf č. 5.1) 
Čas [h] Submerzní kultivace A620 Povrchová kultivace  A620 
4 0,063 0,068 
7 0,083 0,057 
24 0,150 0,093 
28 0,101 0,098 
48 0,195 0,171 
61 0,195 0,131 
96 0,284 0,202 
Příloha č. 10.2: Stanovení množství bílkovin Biuretovou reakcí v glukosovém médiu 
(Graf č. 5.2 a 5.3) 
Čas [h] Submerzní kultivace A550 Povrchová kultivace  A550 
4 0,300 0,416 
7 0,606 0,754 
24 0,184 0,352 
28 0,273 0,189 
48 0,366 0,732 
61 0,391 0,515 
96 0,186 0,261 
Příloha č. 10.3: Stanovení množství bílkovin Biuretovou reakcí v glukosovém médiu se slámou 
(Graf č. 5.3) 
Čas  [den] 
Vzorek 1   
A550 
Vzorek 2   
A550 
Vzorek 3   
A550 
Průměr   
A550 
2 0,121 0,071 0,066 0,086 
4 0,175 0,093 0,080 0,116 
6 0,110 0,099 0,083 0,097 
9 0,115 0,103 0,0118 0,076 
11 0,101 0,084 0,086 0,090 
14 0,095 0,089 0,110 0,098 
16 0,114 0,108 0,094 0,105 
18 0,102 0,102 0,107 0,103 
21 0,135 0,125 0,117 0,125 
23 0,115 0,112 0,091 0,106 
24 0,135 0,116 0,094 0,115 
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Příloha č. 10.4: Stanovení aktivity lakasy pomocí substrátu ABTS u mikroorganismu A 
na třepačce 
Čas [den] 
Supernatant  
A420 
Sediment  
A420 
8 0,000 0,000 
16 x 0,014  0,000 
Příloha č. 10.5: Stanovení aktivity lakasy pomocí substrátu ABTS u NM B na třepačce 
Čas [den] 
Supernatant  
A420 
Sediment  
A420 
16 x 0,020 0,030 
24 x 0,000 0,026 
Příloha č. 10.6: Stanovení aktivity lakasy pomocí substrátu ABTS u NM C na třepačce 
Čas [den] 
Supernatant  
A420 
Sediment  
A420 
4  0,000 0,000 
16 x 0,000 0,000 
Příloha č. 10.7: Sledování produkce lakasy v závislosti na délce kultivace mikroorganismu A, 
který byl přeočkováván  ze  sladinového média (Graf č. 5.5) 
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Průměr 
Čas 
[den] Supernatant 
A420 
Sediment 
A420  
Supernatant 
A420 
Sediment 
A420  
Supernatant 
A420 
Sediment 
A420  
Supernatant 
A420 
Sediment 
A420  
6 0,000 0,000 0,007 0,006     0,000 0,000 
9 0,014 0,000 0,000 0,001 0,000 0,013 0,005 0,005 
11 0,000 0,025 0,874 0,213 0,650 0,192 0,508 0,143 
15 0,034 0,090 0,940 0,036 0,017 0,043 0,330 0,056 
19 1,751 0,200 1,159 0,218 0,032 0,025 0,981 0,148 
22 1,762 0,000 2,050 0,213 1,893 0,212 1,902 0,142 
25 2,016 0,439 1,631 0,263 0,177 0,000 1,275 0,234 
28 1,640 0,416 1,593 0,374 1,672 0,551 1,635 0,447 
32 0,138 0,000 0,962 0,059 0,028 0,009 0,376 0,023 
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Příloha č. 10.8: Stanovení množství bílkovin mikroorganismu A, přeočkovávaného 
ze sladinového agaru (Graf č. 5.6) 
Čas [den] 
Vzorek 1 
A550 
Vzorek 2 
A550 
Vzorek 3 
A550 
Vzorek 4 
A550 
Vzorek 5 
A550 
Průměr vzorků       
A550 
5 0,027 0,037 0,022 0,054   0,035 
10 0,035 0,000 0,009 0,006 0,002 0,010 
13 0,025 0,026 0,022 0,025 0,021 0,024 
15 0,030 0,064 0,028 0,022  0,036 
18 0,041 0,020 0,018 0,013 0,016 0,022 
20 0,125 0,043 0,126 0,117  0,103 
22 0,093 0,000 0,001 0,018 0,006 0,024 
24 0,000 0,001 0,005 0,021   0,007 
26 0,010 0,021 0,037 0,014 0,045 0,025 
32 0,023 0,025       0,024 
Příloha č. 10.9: Stanovení celulytické aktivity v supernatantu a  sedimentu u mikroorganismu 
A,  přeočkovávaného ze  sladiny  (Graf č. 5.7) 
Průměr vzorků supernatantu             
A530 
Průměr vzorků sedimentu              
A530 Čas [den] 
1 h 24 h 1 h 24 h 
5 0,031 0,117 0,000 0,084 
10 0,000 0,212 0,024 0,012 
13 0,025 0,010 0,000 0,055 
15 0,018 0,377 0,000 0,23 
18 0,062 0,369 0,031 0,497 
20 0,094 0,446 0,072 0,517 
22 0,195 0,469 0,079 0,288 
24 0,117 0,238 0,103 0,287 
26 0,078 0,409 0,095 0,338 
32 0,142 0,236 0,106 0,136 
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Příloha č. 10.10: Stanovení polygalakturonásové aktivity u mikroorganismu A, 
přeočkovávaného ze sladiny (Graf č. 5.8) 
Průměr vzorků supernatantu           
A530 
Průměr vzorků sedimentu            
A530 Čas [den] 
1 h 24 h 1 h 24 h 
5 0,136 0,000 0,000 0,000 
10 0,046 0,000 0,038 0,224 
13 0,236 0,053 0,108 0,374 
15 0,095 0,119 0,000 0,150 
18 0,185 0,247 0,044 0,181 
20 0,246 0,282 0,082 0,164 
22 0,176 0,091 0,000 0,000 
24 0,108 0,402 0,048 0,039 
26 0,004 0,186 0,129 0,130 
32 0,218 0,293 0,035 0,086 
Příloha č. 10.11: Stanovení redukujících sacharidů u mikroorganismu A, přeočkovávaného 
ze sladiny (Graf č. 5.9 ) 
Čas [den] 
Vzorek 1  
A530 
Vzorek 2  
A530 
Vzorek 3  
A530 
Vzorek 4  
A530 
Vzorek 5  
A530 
Průměr     
A530  
5 0,105 0,063 0,082 0,171   0,101 
10 0,052 0,078 0,155 0,104 0,110 0,086 
13 0,066 0,076 0,075 0,079 0,064 0,042 
15 0,008 0,001 0,000 0,010   0,000 
18 0,044 0,058 0,039 0,067 0,021 0,046 
20 0,071 0,074 0,088 0,115   0,087 
22 0,165 0,161 0,139 0,079 0,130 0,147 
24 0,106 0,110 0,137 0,234   0,147 
26 0,012 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
32 0,064 0,043       0,054 
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Příloha č. 10.12: Stanovení lakasové aktivity na substrát ABTS a guaiacol 
u mikroorganismu A, přeočkovávaného z  glukosového média (Graf č. 5.11, 5.12 ) 
ABTS Guaiacol 
Čas [den] Supernatant       
A420 
Sediment         
A420 
Supernatant       
A450 
Sediment         
A450 
5 0,003 0,006 0,002 0,003 
10 0,398 1,295 0,036 0,018 
13 1,149 0,837 0,158 0,127 
15 1,304 1,401 0,139 0,133 
18 1,229 1,294 0,097 0,049 
Příloha č. 10.13:  Stanovení množství bílkovin mikroorganismu A, přeočkovávaného 
z glukosového média (Graf č. 5.12) 
Čas [den] 
Vzorek 1            
A550 
Vzorek 2            
A550 
Vzorek 3         
A550 
Průměr vzorků 
A550 
5 0,029 0,007 0,023 0,020 
10 0,071 0,040 0,041 0,051 
13 0,033 0,014 0,007 0,018 
15 0,031 0,075 0,025 0,044 
18 0,030 0,044 0,030 0,035 
Příloha č. 10.14:  Stanovení celulytické aktivity v supernatantu a  sedimentu 
u mikroorganismu A,  přeočkovávaného z glukosového média (Graf č. 5.14) 
Průměr vzorků supernatantu            
A530 
Průměr vzorků sedimentu 
A530 Čas [den] 
1 h 24 h 1 h 24 h 
5 0,026 0,124 0,028 0,125 
10 0,156 0,236 0,116 0,244 
13 0,091 0,269 0,125 0,143 
15 0,011 0,300 0,051 0,210 
18 0,091 0,384 0,238 0,256 
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Příloha č. 10.15: Stanovení polygalakturonásové aktivity u mikroorganismu A, 
přeočkovávaného z glukosového média (Graf č. 5.15) 
Průměr vzorků supernatantu           
A530 
Průměr vzorků sedimentu            
A530 Čas [den] 
1 h 24 h 1 h 24 h 
5 0,043 0,057 0,037 0,061 
10 0,134 0,203 0,263 0,418 
13 0,212 0,312 0,175 0,214 
15 0,375 0,364 0,015 0,300 
18 0,229 0,268 0,225 0,279 
Příloha č. 10.16: Stanovení redukujících sacharidů u mikroorganismu A, přeočkovávaného 
z glukosového média (Graf č. 5.13) 
Čas [den] Vzorek 1 A530 Vzorek 2 A530 Vzorek 3 A530 Průměr A530 
5 0,117 0,110 0,095 0,121 
10 0,150 0,116 0,136 0,111 
13 0,093 0,112 0,059 0,074 
15 0,071 0,058 0,048 0,060 
18 0,058 0,051 0,072 0,060 
 
